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ADN:  Ácido desoxirribonucleico. 
ANOVA:   Análisis de varianza. 
asRNA  ARN antisentido (del inglés, anti-sense RNA). 
ARNm  ARN mensajero. 
bp:   Pares de bases. 
cm:   Centimetro. 
oC:   Grado Celsius. 
dpi   Días pos inoculación. 
DNAsa: Desoxiribonucleasa. 
DO600:  Densidad Óptica a 600 nm. 
EPS:   Exopolisacárido. 
FBN:   Fijación Biológica de Nitrógeno. 
FN:   Nod factors. 
g:   gramo. 
GS:   Medio Mínimo de crecimiento bacteriano. 
hs:    Horas. 
Kb:   Kilobase. 
l:   Litro. 
LPS:   Lipopolisacárido. 
m:   Metro. 
M:  Molar. 
mg: Miligramo. 
min.: Minuto. 
ml:  Mililitro. 
mm: Milímetro. 
mM: Milimolar. 
n:   Número de casos. 
ng:   Nanogramo. 
nm:   Nanometro. 
nM:   Nanomolar. 
pb:   Pares de bases nucleotídicas. 
PCR: “Polymerase Chain Reaction”, reacción en cadena de la polimerasa. 
pH: Potencial Hidrógeno. 
RNAsa: Ribonucleasa. 
rpm:  Revoluciones por minuto. 
Tn5:   Transposón Tn5. 
UFC:   unidades formadoras de colonias bacterianas. 
xg:   Unidades “g” de centrifugación. 
(h-1)  Velocidad máxima de crecimiento de cultivo batch. 
g:   Microgramo. 
M:   Micromolar. 
l:   Microlitro. 
α:   Letra griega alfa. 
β:   Letra griega beta. 
ɣ:   Letra griega gamma. 
σ:   Letra griega sigma. 
ρ:   Letra griega rho. 
:   Letra griega delta. Utilizada para indicar mutaciones delecionales. 
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1.1. Producción primaria de alimentos en el marco de una 
agricultura sustentable 
El nitrógeno (N) es uno de los elementos más importantes en los sistemas biológicos e 
integrante de biomoléculas esenciales. Tal como sucede con el resto de los elementos 
químicos, en el medio ambiente se presenta en diversas formas. En la naturaleza se halla 
principalmente en forma gaseosa y compone aproximadamente el 79% de la atmósfera. A 
pesar de la gran abundancia de este elemento en la atmósfera y rocas sedimentarias, el N es 
uno de los nutrimentos más limitantes en los ecosistemas terrestres y acuáticos debido a 
que su forma gaseosa inerte (N2) no es utilizable por la mayoría de los organismos vivos a 
excepción de los microorganismos fijadores de nitrógeno (Dalton y Kramer 2006). El N es un 
elemento que restringe el crecimiento de plantas ya que éstas sólo son capaces de 
incorporarlo en sus formas reducidas (combinadas). Por ello, con el fin de aumentar los 
rendimientos, en la agricultura habitualmente se suplementa el nitrógeno de manera 
exógena. Este proceso se conoce como fertilización. 
La síntesis industrial de los fertilizantes nitrogenados está basada en el proceso Haber-Bosch, 
proceso que utiliza alta presión y temperatura para la generación de amoníaco (NH3) a partir 
de N2 e hidrógeno (H2). Las grandes cantidades de fertilizantes que se han conseguido 
gracias a este desarrollo, han sido clave para aumentar la producción de alimentos que llevó 
a la población a duplicarse en los últimos 50 años (Smil 1999). Sin embargo, los costos 
ecológicos asociados a la producción y utilización masiva de estos fertilizantes químicos se 
evidencian hoy en día en el suelo, agua y aire. En primer lugar, el proceso Haber-Bosch 
involucra la generación de 275 toneladas anuales de dióxido de carbono (CO2) a expensas de 
energías no-renovables e involucra anualmente la quema del 3% del gas natural del mundo 
(Olivares et al. 2013). En segundo lugar, la proporción de los fertilizantes asimilados por los 
cultivos es baja (se estima en un 35%) y el remanente de los compuestos nitrogenados 
escurre a las napas superficiales y aguas subterráneas hasta llegar a los ríos y lagos causando 
la eutroficación de los mismos (Fowler et al. 2013; Vance 2001). Además, el exceso de 
nitrógeno reducido que no asimilan las plantas queda en el suelo y es asimilado por las 
bacterias nitrificantes y denitrificantes generando gases de NOx y N2O como productos de su 
metabolismo. La liberación de estos gases a la atmósfera contribuye al efecto invernadero, la 
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destrucción de la capa de ozono y a la lluvia ácida (Galloway et al. 2003) que constituyen un 
riesgo para el medio ambiente. 
Frente a esta problemática ambiental y considerando que se calcula que la población 
aumente de los 7200 millones a 9500 millones de habitantes para el año 2050, nos 
enfrentamos a 3 grandes desafíos: aumentar la producción de alimentos para satisfacer el 
crecimiento de la población; llevarlo a cabo de una manera ambientalmente sustentable; y 
garantizar una distribución justa de los alimentos (von Braun 2007). En este contexto, uno de 
los mayores intereses de la comunidad científica está enfocado en el estudio y optimización 
del proceso biológico por el cual ciertos organismos reducen el N2 a NH3 y lo incorporan en 
moléculas orgánicas, conocido como Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN).  
1.2. La Fijación Biológica de Nitrógeno 
La FBN puede ser llevada a cabo por microorganismos que tienen la capacidad de convertir 
enzimáticamente el N2 atmosférico (químicamente inerte por la naturaleza del triple enlace 
N-N) en variantes reducidas. Los microorganismos diazótrofos  (di: dos; azo: nitrógeno; trofo: 
alimento) son aquellos que poseen las enzimas necesarias para llevar a cabo la reducción del 
N2. Este proceso está catalizado por un complejo de metalo-enzimas conocido comúnmente 
como nitrogenasa. Las bacterias que llevan a cabo esta reducción enzimática deben 
desarrollar formas de vida donde la presión parcial de oxígeno (O2) es muy baja o incluso 
nula, ya que este gas inhibe irreversiblemente a la nitrogenasa. 
Los microorganismos responsables de la FBN no constituyen un grupo taxonómico 
homogéneo, sino que están ampliamente distribuidos en grupos parafiléticos de bacterias y 
algunas arqueobacterias con diferentes estilos de vida y metabolismos (aerobios, 
anaerobios, autótrofos, heterótrofos, metanótrofos, en vida libre y en simbiosis) (Raymond 
et al. 2004). De acuerdo al ambiente en el que consiguen la reducción de los niveles de O2, 
los organismos diazotróficos pueden clasificarse en  a) Fijadores en vida libre, como 
bacterias de los géneros  Azotobacter, Bacillus, Clostridium, y Klebsiella; b) Fijadores 
asociados, que pueden fijar nitrógeno sólo en ambientes de microaerofilia generados por la 
presencia de la raíz de la planta asociada; y finalmente los c) Fijadores simbióticos, que sólo 
son capaces de fijar nitrógeno cuando se encuentran formando parte de una relación 
simbiótica con una planta huésped. Son parte de este último grupo algunos géneros de 
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actinomicetes (Frankia) y de cianobacterias (Anabaena y Nostoc), y el conjunto de α y β-
proteobacterias conocidos como rizobios que son capaces de establecer simbiosis con 
plantas leguminosas (Wagner 2011).  
1.2.1. Contribución de la FBN en el ciclo del nitrógeno y en la fertilidad de los 
suelos 
El 30% del total del nitrógeno que es introducido a la biósfera por medio de la FBN 
corresponde a nitrógeno reducido por asociaciones simbióticas de cultivos sembrados y otro 
30% proviene de los mismos procesos que ocurren en pastos (Paul 1988). Estos porcentajes 
ilustran la importancia de la FBN en el ciclo de nitrógeno. La explotación y optimización de 
este proceso natural es clave para disminuir los 80 millones de toneladas de fertilizantes 
químicos que se utilizarán en los próximos diez años (Peoples et al. 1995) y en la 
restauración de las tierras que han sido severamente dañadas (Burris 1994).  
La simbiosis rizobio-leguminosa es la fuente principal de la generación de nitrógeno 
asimilable en tierras arables (Tate 1995). Por ese motivo, la introducción de especies 
leguminosas en los campos es la estrategia más saludable para mejorar la fertilidad de los 
suelos. Se estima que el aumento de los rendimientos de los cultivos en tierras previamente 
sembradas con leguminosas es equivalente a los que se obtiene al aplicar entre 30 y 80 kg de 
fertilizantes químicos por hectárea (Wani et al. 1995). Además, existen estudios que indican 
que la intercalación de cultivos de maíz (Zea mays) con la planta leguminosa de maní 
(Arachis hypogaea) en una relación 1:4, es equivalente a la aplicación de 96 kg por hectárea 
de fertilizantes químicos (Mandimba 1995). 
En bosques y pantanos, las asociaciones de actinomicetes (Frankia spp.) con angiospermas 
no leguminosas son las principales fuentes de introducción de nitrógeno asimilable (Tate 
1995) a un nivel comparable a las de la simbiosis rizobio-leguminosa. 
1.3. Los rizobios 
Los rizobios son bacterias Gram (-), de vida libre no esporulantes que pueden sobrevivir 
como saprófitos por largos períodos en ausencia de plantas leguminosas y que han adquirido 
por transferencia horizontal de genes la capacidad establecer una vida en simbiosis con 
plantas (MacLean et al.  2007). Esta forma de vida y la capacidad de adaptarse a un 
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ambiente heterogéneo y cambiante como el suelo se encuentra reflejado en sus genomas, 
los cuales son grandes y frecuentemente multipartitos. Los mismos contienen un gran 
número de genes asociados a un diversos metabolismos y relacionados con la tolerancia a 
estrés (MacLean et al. 2007; Mauchline et al. 2006). 
Los genes responsables de la fijación de nitrógeno, en general, suelen encontrarse 
agrupados en plásmidos simbióticos (pSym) o en islas genómicas (SIs, del inglés: Symbiotic 
Islands) (MacLean et al. 2007); mientras que los responsables de la tolerancia a estrés suelen 
estar en el cromosoma o en los plásmidos.  
Los rizobios tienen un rango restringido de huésped, es decir, infectan una o unas pocas 
especies de leguminosas. Inicialmente, esta característica fue utilizada como criterio de 
clasificación. Actualmente la taxonomía rizobiana es polifásica y se basa en caracteres 
morfológicos, fisiológicos y moleculares (Lindström y Young, 2009). Dentro de estos últimos, 
y considerando las incongruencias filogenéticas reportadas entre los genes que constituyen 
parte del genoma “core” (central y básico) y los genes simbióticos, la reconstrucción de la 
filogenia de los rizobios debe considerar tres criterios: genes cromosomales comunes del 
genoma core para ubicar su posición filogenética; genes involucrados en la FBN para 
establecer relaciones con otras bacterias por ser la FBN una característica ancestral de 
amplio espectro filogenético; y genes de la nodulación por ser buenos marcadores de la co-
evolución de los rizobios con su hospedero y su origen geográfico (Wang et al. 2000).  
Actualmente los rizobios abarcan un grupo de bacterias muy diversas desde el punto de vista 
taxonómico, metabólico y genético debido a que, en los últimos años, el número de especies 
descritas se ha incrementado rápidamente y la clasificación se ha vuelto más compleja. A 
pesar que la taxonomía de los rizobios es continuamente revisada por el International 
Committee on Systematics of Prokaryotes Subcommittee for the Taxonomy of Rhizobium, la 
clasificación actual basada en criterios moleculares, si bien no es definitiva, agrupa a los 
rizobios en 14 géneros α-proteobacterias: Agrobacterium (Rhizobium), Allorhizobium, 
Aminobacter, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Mesorhizobium, Methylobacterium, 
Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella, Ensifer (Sinorhizobium) y 3 
géneros de β-proteobacterias: Burkholderia, Cupriavidus, Herbaspirillum 
(http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy, Weir 2016, de Lajudie & Young, 2017).  
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Ensifer meliloti, organismo de estudio de este trabajo, pertenece al grupo de las α-
proteobacterias y puede establecer simbiosis con leguminosas del género de Medicago, 
Mellilotus, y Trigonella. Posee un genoma de 6,7 Mb distribuido en tres replicones: un 
cromosoma de 3,67 Mb y dos megaplásmidos (pSymA y pSymB) de 1,35 y 1,68 Mb, 
respectivamente (Galibert et al. 2001). 
1.4. Las leguminosas 
Las leguminosas son angiospermas (plantas con flor) que pertenecen a la familia 
Leguminosae (Fabaceae) y están comprendidas en tres subfamilias: Caesalpinioideae, 
Mimosoideae y Papilionoideae. Sus 730 géneros y 19.400 especies registradas a la fecha las 
posiciona como la tercera familia más grande de angiospermas después de las compuestas 
(Asteraceae) y las orquídeas (Orchidaceae).  
Las leguminosas presentan una gran variedad de hábitos de crecimiento, pudiendo ser 
árboles, arbustos o hierbas. Los árboles y arbustos están muy distribuidos en selvas 
tropicales mientras que las hierbas las encontramos en regiones templadas del planeta 
(Cronk et al. 2004).  
Con excepción del género Parasponia de la familia Cannabaceae (Trinick 1980), las plantas 
pertenecientes a la familia Leguminosae  corresponden a la única familia capaz de establecer 
relaciones simbióticas con rizobios. Esta familia constituye la segunda en importancia 
agronómica después de las gramíneas aunque sólo una pequeña fracción del total de 
especies de este grupo es explotado agronómicamente (Gepts et al. 2005). En general, las 
leguminosas de uso agropecuario cumplen una importante función en el enriquecimiento de 
nitrógeno de los suelos del cultivo. 
En particular, la alfalfa (Medicago sativa), es una especie alógama autotetraploide que 
pertenece a la familia de las leguminosas. A nivel local y mundial, la alfalfa es considerada la 
base forrajera de los sistemas intensivos de producción de carne y leche. El cultivo de alfalfa 
reúne una serie de características ventajosas entre las que se destacan su alta producción de 
materia seca, su alto valor nutricional y digestibilidad, y su gran adaptabilidad a distintos 
tipos de climas. Comparada con otras especies, el forraje de alfalfa tiene un mayor 
contenido de proteínas. En este marco, el pastoreo de la alfalfa es una estrategia muy 
interesante asociada a la reducción de costos de la explotación ganadera. Sin embargo, dado 
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que la alfalfa no persiste mucho tiempo bajo pastoreo continuo, es necesaria la adopción de 
un sistema discontinuo que permita que las plantas recuperen sus reservas y alcancen la 
madurez. Desde hace más de un siglo y en forma prácticamente ininterrumpida, Argentina 
se ha destacado como uno de los mayores productores de alfalfa a nivel mundial. 
Actualmente, nuestro país posee aproximadamente 3,7 millones de hectáreas de alfalfa 
sembradas en distintas regiones del país (Centro, NOA, Patagonia y Cuyo). En el área núcleo 
de Argentina, en condiciones de secano, la alfalfa puede producir entre 8 y 22 toneladas 
anuales por hectárea de materia seca, dependiendo de la disponibilidad hídrica del año 
(Racca et al. 2001)  
La alfalfa puede prosperar en regiones semiáridas, húmedas y subhúmedas. La temperatura 
óptima para su crecimiento está entre 15°C y 25°C. Se trata de una planta perenne, con tallo 
erecto de 60 a 100 cm de altura y hojas trifoliadas. Las flores, azules o púrpuras, crecen en 
forma de racimos y los frutos forman espirales de tres vueltas que encierran 2 a 6 semillas 
de color marrón claro. Está morfológica y fisiológicamente adaptada para resistir deficiencias 
hídricas prolongadas debido fundamentalmente a dos motivos: la presencia de raíces que 
pueden penetrar en profundidad el perfil del suelo y la capacidad de detener su crecimiento 
cuando las condiciones hídricas no son adecuadas. Es una planta adaptada a suelos bien 
drenados y alcalinos. Los suelos ácidos suelen ser perjudiciales para el cultivo, 
principalmente por una baja tolerancia intrínseca de la planta a tal condición y por una 
disminución de la supervivencia de su simbionte, E. meliloti.  
1.5. La simbiosis rizobio-leguminosa 
La productividad y la calidad nutricional de los cultivos se halla normalmente limitada por la 
disponibilidad de nitrógeno fijado en suelos de agricultura intensiva. En el último siglo, la 
fertilización con compuestos nitrogenados sintéticos (principalmente amonio y urea) ha 
promovido la agricultura notablemente, pero con un alto costo económico y ecológico. Una 
alternativa sustentable para mitigar la problemática del nitrógeno es la promoción de la FBN 
mediada por microorganismos conocidos como diazótrofos. En este sentido, la simbiosis 
rizobio-leguminosa es considerada un pilar fundamental en el ciclo del nitrógeno ya que es la 
responsable de la incorporación del 40% del total del nitrógeno incorporado a la biosfera 
(Orive 1983). Esta alta eficiencia de fijación permite prescindir en parte de la administración 
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de fertilizantes químicos, que son tóxicos y requieren una gran cantidad de combustibles 
fósiles para su síntesis.  
En la actualidad, el 33% del requerimiento dietético de N para humanos se obtiene de las 
leguminosas, y el 40% del aceite de cocina del mundo proviene de la soja y del maní 
(O'Rourke et al. 2014, Song et al. 2016, Zhang et al. 2017). Por lo tanto, las leguminosas 
juegan un papel vital en el mantenimiento de la seguridad alimentaria mundial (Ainsworth et 
al. 2012; Pandey 2016). Además, un cambio en el uso de la tierra cultivada hacia la 
producción de leguminosas puede aumentar la producción de proteínas necesarias para el 
consumo humano, aumentar la eficiencia del uso de N y mejorar la fertilidad del suelo 
(Considine et al. 2017; Foyer et al. 2016). Sin embargo, la sostenibilidad de la producción de 
leguminosas se ve amenazada por la creciente incidencia de estreses ambientales (ver la 
reciente revisión, Abdelrahman et al. 2018), incluidas las sequías persistentes, el aumento de 
la salinidad y acidez del suelo, las olas de calor y las deficiencias nutricionales del suelo 
(Aranjuelo et al. 2014; Kunert et al. 2016; Lopez et al. 2017). 
Como ya mencionamos, en las próximas décadas la producción de leguminosas deberá 
aumentar para satisfacer las necesidades alimentarias de un mundo más poblado y con 
menos cantidad de recursos y tierras arables (Graham et al.  2003). En este contexto, resulta 
importante aumentar el uso y los rendimientos de especies leguminosas.  
La simbiosis con los rizobios es el resultado de un complejo proceso de diálogo molecular 
entre los simbiontes que comienza previo al contacto de la bacteria con la planta y culmina 
con la formación de los nódulos radicales fijadores de nitrógeno. En el presente trabajo,  se 
utilizó como referencia al sistema modelo de interacción simbiótica Ensifer meliloti - 
Medicago sativa. En las sucesivas secciones del capítulo introductorio se presentan en forma 
abreviada los aspectos más relevantes de esta interacción con el fin de sentar el marco 
teórico para el desarrollo de esta Tesis. 
1.5.1. Etapas tempranas de la interacción simbiótica Ensifer meliloti - 
Medicago sativa  
Los primeros estadios de la interacción consisten en un intercambio de señales por los 
simbiontes que ocurre de manera recíproca (Figura 1.1). En condiciones de baja 
concentración de nitrógeno en el suelo, las raíces de las plantas secretan a la rizósfera un 
conjunto de compuestos denominados flavonoides, compuestos aromáticos policíclicos 
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derivados de la 2-fenil-1,4-benzopirona sintetizados por todas las plantas terrestres. Estos 
compuestos son detectados por los rizobios a través de la unión de sus proteínas NodD 
(reguladores transcripcionales miembros de la familia LysR) y estas proteínas activan la 
expresión de un conjunto de genes nod (Peck et al. 2006) que codifican la maquinaria 
enzimática encargada de sintetizar los Factores de Nodulación (FN). Los FN son 
lipoquitooligosacaridos constituidos por un núcleo básico de longitud variable de residuos de 
N-acetil-D-glucosamina enlazados por uniones β-1-4, que contiene un grupo N-acyl 
sustituyente en el residuo no reductor (Perret et al. 2000). Además en el grupo amino 
correspondiente al azúcar del extremo no reductor se une una marcada variedad de ácidos 
grasos mediante uniones amida, los cuales, dependiendo de cada FN, tendrán diferente 
grado de saturación. Sobre esa estructura básica, y dependiendo de la especie de rizobio, se 
encuentran modificaciones o sustituciones muy variadas tanto en el extremo reductor como 
en el no reductor. Estas variaciones definen gran parte de la especificidad de especies que se 
observa en la simbiosis (Perret et al. 2000). Las proteínas codificadas por los genes 
bacterianos nodA, nodB y nodC están involucradas en la biosíntesis de la estructura del 
núcelo básico de los FN. Adicionalmente los FN presentan modificaciones de naturaleza 
variable (sulfurilaciones, acetilaciones, carbamilaciones y metilaciones entre otras) en 
diferentes posiciones del núcleo básico. La introducción de grupos sustituyentes y las 
modificaciones químicas realizadas al ácido graso acoplado a la glucosamina terminal en el 
núcleo básico, son ejecutadas por proteínas codificadas por otro grupo de genes nod (nodEF, 
nodG, nodH, nodPQ, nodL, etc) y por genes noe y nol.  
Es precisamente esta variación uno de los factores que determina las diferentes 
especificidades entre especies de rizobios y de leguminosas (Lerouge et al. 1990). Es 
importante mencionar que una especie de rizobio puede sintetizar una familia de FN, 
dificultando así la predicción del rango de huéspedes a partir de la estructura de los FN que 
produce un rizobio en particular. La detección de los FN por parte de la planta es mediada 
por los receptores de múltiples dominios extracelulares pertenecientes a la familia LysM 
(como por ejemplo el receptor Medicago truncatula Nod factor perception, MtNFP, ilustrado 
en la Figura 1.1), que se encuentran expuestos en la superficie externa de los pelos 
radiculares (Garg 2007). Estos inducen respuestas de la planta que son esenciales para que 
ocurra posteriormente el ingreso de las bacterias a la raíz. La respuesta más temprana es un 
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aumento de la concentración de iones Ca+2 intracelular en el pelo radical, seguida por 
oscilaciones en la concentración de este ion que conducen a una reorganización del 
citoesqueleto (Oldroyd 2004). Como consecuencia de esa reorganización se forma lo que se 
conoce como enrulado radicular, un rulo en el extremo del pelo radicular que “atrapa” a las 
bacterias adheridas a la superficie del mismo (Esseling et al. , Lhuissier, y Emons 2003; 
Oldroyd  2004). 
Simultáneamente, los FN estimulan a las células de la corteza de la raíz para que reinicien 
mitosis y den lugar al primordio nodular. Estas células recibirán a los rizobios que llegan 
desde los pelos radiculares y darán origen al nódulo fijador de nitrógeno (Timmers et al. 
1999).  
 
1.5.2. Formación y progresión del hilo de infección 
Una vez que los pelos radiculares fueron colonizados, comienza el proceso de infección hacia 
el centro del tejido radicular (Figura 1.2). Para llegar a destino, las bacterias progresan por 
Figura 1. 1. Etapas tempranas de la interacción rizobio-leguminosa.  
Los flavonoides liberados por la planta son detectados por los rizobios y 
éstos sintetizan factores de nodulación (FN) que son detectados por 
receptores de la planta (A). En consecuencia, los FN estimulan la formación 
del enrulado radicular y la división de las células corticales que darán origen 
al primordio nodular (B). Esquema adaptado de Jones et al. (2007). 
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estructuras tubulares conocidas como hilos de infección. El desarrollo de estas estructuras 
es el resultado la invaginación de la membrana y pared celular del pelo radicular en 
respuesta a los FN y a los exopolisacaridos (EPS) que liberan los rizobios en la punta del hilo 
de infección (Gage 2004), y a las citoquinas vegetales que contribuyen el direccionamiento 
(Tirichine et al. 2007). El desarrollo del hilo de infección permite el movimiento de las 
bacterias atrapadas en el enrulado hacia la corteza de la raíz. E. meliloti produce dos tipos de 
exopolisacáridos: exopolisacarido I (EPSI) o succinoglicano, y exopolisacárido II (EPSII) o 
galactoglucano. Ambos EPS facilitan la formación del hilo de infección, aunque el primero es 
más eficiente que el segundo en mediar dicha formación en M. sativa. 
El enrulamiento solo se produce en unos pocos pelos localizados en una zona radicular que 
es susceptible a los rizobios, mientras que la mayoría de los pelos radiculares de esta zona 
muestran un comportamiento alterado o deformado.  
 
Antes de que el hilo de infección alcance las células de la base del pelo radicular, las células 
corticales de la raíz son inducidas a diferenciarse activando su ciclo celular y causando su 
división para formar el primordio nodular. En el caso de los nódulos indeterminados, como 
Figura 1. 2. Desarrollo y progresión del hilo de infección.  
Luego que los rizobios son atrapados por el enrulado radicular (A), comienza la 
infección de rizobios mediante el desarrollo de hilos de infección en respuesta a los 
factores Nod y EPS bacterianos (B). Los hilos de infección son direccionados hacia las 
células del córtex donde los rizobios son liberados en respuesta a citoquinas (C). 
Esquema adaptado de Jones et al. (2007). 
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los que se desarrollan en alfalfa y que describiremos en la Sección 1.5.5, los hilos de 
infección deben crecer por sobre la zona meristemática nodular para llegar a las zonas 
subyacentes. Una vez que las bacterias llegan a destino, son internalizadas por las células 
corticales dando lugar a estructuras formadas por una célula vegetal que contiene una célula 
bacteriana en su interior denominada simbiosomas. En nódulos indeterminados, la célula 
bacteriana y la membrana que la rodea se dividen sincrónicamente antes que la bacteria se 
diferencie. En el lumen del simbiosoma, o espacio peribacteroidal, se han encontrado 
enzimas que poseen pH óptimo ácido. Esto ha llevado a considerar al simbiosoma como una 
estructura derivada de una vacuola lítica, haciendo un paralelismo con el lisosoma de células 
de mamíferos (Mellor 1989). Recientemente, sin embargo, dicho punto de vista respecto del 
origen mecanístico de la formación de simbiosomas ha sido cuestionado (Jones et al. 2007). 
1.5.3. Supervivencia del rizobio en el simbiosoma y posterior diferenciación  
La sobrevida del rizobio y su diferenciación dentro del simbiosoma dependen tanto de 
factores propios como de factores de la planta. Como consecuencia del proceso de 
diferenciación celular, dentro del simbiosoma el rizobio experimenta marcados cambios 
fisiológicos. Las plantas que generan nódulos indeterminados imponen un programa de 
endoreduplicación genómica del rizobio (Vinardell et al. 2003) a fin de aumentar 
indirectamente su tasa metabólica. 
En las bacterias Gram negativas en general, uno de los principales mecanismos de defensa 
contra el medio extracelular está vinculado con los lipopolisacáridos (LPS) de membrana. Los 
LPS constituyen el componente principal de la membrana externa bacteriana y están 
compuestos por un lípido A anclado a membrana, un core de oligosacáridos y un antígeno-O 
cuya longitud depende de la especie bacteriana.  
En los rizobios, ya ha sido descrito que una adecuada síntesis de LPS es importante para la 
supervivencia dentro del simbiosoma y para su posterior diferenciación a bacteroide. En E. 
meliloti, por ejemplo, el gen bacA es importante en la correcta síntesis del lípido A y las 
cepas mutantes en este gen se lisan al poco tiempo de ser endocitadas sin llegar a 
diferenciarse a bacteroides (Ferguson et al. 2004; Glazebrook et al. 1993). En el mismo 
sentido, los mutantes de lpsB (que codifica para una glicosil transferasa involucrada en la 
biosíntesis del componente polisacarídico del core) sobreviven en el simbiosoma a tal punto 
que logran comenzar la diferenciación a bacteroide pero se lisan antes de lograr completar 
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el proceso de FBN (Campbell et al. 2002). Este mutante se encuentra afectado en la 
competitividad por la ocupación frente a la bacteria salvaje en nódulos de Medicago sativa 
pero mantiene la capacidad de fijar nitrógeno en este huésped (Lagares et al. 1992). Sin 
embargo es incapaz de fijar nitrógeno en Medicago truncatula (Niehaus et al. 1998), 
sugiriendo además que las diferentes plantas requieren diferentes estructuras para avanzar 
en el proceso simbiótico. 
Por otro lado, el mantenimiento de la homeostasis de ciertos iones también está vinculado 
con la supervivencia del rizobio en el simbiosoma. Por ejemplo, se han descripto al gen sitA y 
al grupo de genes pha, que codifican para un transportador de manganeso y para una 
bomba de expulsión de K+ respectivamente, como relevantes para la supervivencia del 
bacteroide (Davies et al. 2007; Putnoky et al. 1998). 
Cuando las bacterias alcanzan las células corticales a través del hilo de infección y logran 
sobrevivir el ambiente del simbiosoma, comienzan a diferenciarse a bacteroide. Esta 
diferenciación implica una duplicación del material genético sin división celular, lo que deriva 
en un aumento de volumen de la célula. Los bacteroides de E. meliloti, por ejemplo, 
aumentan su tamaño entre 5 y 10 veces, y su material genético más de 24 veces. Este 
aumento del material genético y del tamaño celular se considera que es clave para aumentar 
la tasa metabólica y satisfacer la demanda energética de la fijación de nitrógeno (Galitski et 
al. 1999; Mergaert et al. 2006). Dicho aumento del material genético ocurre de manera 
desorganizada en el nucléolo, impactando en la correcta formación del septum y en la 
división equitativa del genoma (Mergaert et al. 2006). Como resultado, la diferenciación a 
bacteroide en E. meliloti es irreversible. 
1.5.4. Expresión de la nitrogenasa, reducción del nitrógeno y FBN 
La nitrogenasa es un complejo multienzimático constituído por dos componentes, una Fe-
proteína que es codificada por los genes nifH y una molibdeno-hiero (Mo-Fe)- proteína 
codificada por los genes nifD y nifK. Una característica muy importante de este complejo 
enzimático es su alta sensibilidad al oxígeno (O2), inactivándose de forma irreversible, e 
incluso inhibiéndose su síntesis. La protección de la nitrogenasa al oxígeno se debe a 
diferentes mecanismos que incluyen la síntesis de la leghemoglobina, nodulina tardía, 
asociada a la membrana que rodea al bacteroide. La leghemoglobina es una hemoproteína 
con hierro, cuyo grupo hemo es sintetizado por la bacteria y la porción proteica es 
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sintetizada por la planta. Esta proteína suministra O2 al bacteroide a una tasa apropiada para 
que sea empleado de forma óptima como aceptor terminal de electrones y, 
simultáneamente, permite que exista una baja tensión de oxígeno que no repercuta en la 
actividad de la nitrogenasa. Debido a las grandes cantidades de leghemoglobina, el interior 
del nódulo efectivo es de color rosa.  
La expresión del complejo de la nitrogenasa y de las enzimas necesarias para llevar a cabo la 
respiración microaeróbica en el bacteroide, es controlada por una cascada regulatoria que se 
activa por la percepción de bajos niveles de O2 por el sistema de dos componentes integrado 
por las proteínas FixJ y FixL. En términos generales, el sistema FixJ/FixL induce la expresión 
de las proteínas FixK y NifA, las cuales activan la expresión de los genes fix y los genes nif 
respectivamente. Así mismo, la expresión de los genes nif está positivamente regulada por el 
hambreado de N a través del factor σ54 (Fischer 1994). Estos cambios transcripcionales en el 
rizobio diferenciado están acompañados por cambios que conllevan a una regulación 
negativa en la mayoría de otros procesos metabólicos, direccionando así el metabolismo de 
la bacteria para llevar a cabo de forma casi exclusiva la FBN. La FBN es catalizada por el 
complejo de la nitrogenasa de acuerdo a la siguiente ecuación: 
 
 
Los bacteroides dependen totalmente de la planta para obtener la energía necesaria para 
fijar el nitrógeno. Los principales compuestos orgánicos transportados al interior de los 
bacteroides a través de la membrana peribacteroidal son los intermediarios del ciclo del 
ácido cítrico, en particular los ácidos de cuatro carbonos como succinato, malato y fumarato. 
Éstos ácidos son utilizados como donadores de electrones para la producción de ATP. El 
producto que se obtiene de la actividad nitrogenasa es el amonio, que se asimila formando 
glutamato y glutamina, aminoácidos precursores de proteínas. En las leguminosas de origen 
templado el nitrógeno es exportado principalmente en forma de glutamina y asparagina, 
representando este último entre un 60%-70% de total de compuestos nitrogenados 
exportados. Aunque la proporción entre las distintas amidas puede variar, estos tipos de 
leguminosas exportan amidas independientemente de si obtienen el nitrógeno o no a través 
de la FBN. 
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1.5.5. Nódulos determinados e indeterminados 
La organogénesis del nódulo radicular comienza con la formación del primordio nodular en 
respuesta a los FN liberados por los rizobios y continúa con la llegada de los mismos por el 
hilo de infección. Según su origen filogenético, las leguminosas pueden dar origen a dos 
versiones de nódulos completamente distintos en su morfología e histología. 
Al igual que la leguminosa M. Sativa, las plantas que pertenecen al clado IRLC (del inglés, 
Inverted Repeat Lacking Clade) desarrollan nódulos indeterminados. En estos nódulos, el 
primordio nodular da origen a un meristema apical que continuamente genera poblaciones 
de células que serán infectadas por los rizobios que llegan desde el hilo de infección. Para 
aumentar el número de simbiosomas, en estos tipos de nódulos existe una división 
sincrónica de la bacteria y de la membrana que la rodea. El aumento del número de células 
infectadas resulta en un crecimiento continuo del nódulo dando lugar a órganos cilíndricos y 
elongados. Debido a esta característica, en los nódulos indeterminados maduros se 
distinguen 4 zonas: zona I, meristema apical; zona II, zona de infección; interzona II-III, 
caracterizada por la presencia de gránulos de almidón; zona III, zona de fijación de 
nitrógeno; zona IV, región de senescencia (Figura 1.3-B). La infección rizobiana ocurre en 
células de la zona II al recibir simbiosomas provenientes de los hilos de infección. Las células 
vegetales infectadas comienzan a diferenciarse y aumentan su tamaño gradualmente en 
concordancia con un incremento de ciclos de endoreplicación del material genético. En 
algunos casos, se ha observado que llegan a tener un tamaño 80 veces mayor que las células 
del meristema (Cebolla et al. 1999). En la zona III es donde ocurre la reducción del nitrógeno 
en los bacteroides maduros y la zona IV es una región ocupada por células senescentes con 
menor tasa de fijación de nitrógeno. Las especies Medicago, Pisum, Vicia, Galega y 
Astagalus desarrollan nódulos de tipo indeterminado. 
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En los nódulos determinados, en cambio, el meristema da origen a un grupo de células que 
se infectan por rizobios y luego desaparece como tal. Esas células luego aumentan su 
tamaño de manera sincrónica y dan origen a un nódulo esférico (Figura 1.3-A). Es para 
destacar también que, a diferencia de los primeros, los rizobios que habitan estos tipos de 
nódulos no endoreplican su genoma y su diferenciación a bacteroide es reversible. Es decir, 
tienen la capacidad de generar nuevas poblaciones de células cuando se reaislan a partir de 
estos tejidos. Desarrollan este tipo de nódulos especies de Lotus, Phaseolus, Glycine y Vigna. 
1.6. La influencia del ambiente en la simbiosis 
Como hemos mencionado anteriormente, el establecimiento de las simbiosis fijadoras de 
nitrógeno rizobio-leguminosa es la consecuencia de una compleja serie de acontecimientos 
ordenados de comunicación y diferenciación entre ambos simbiontes para llegar 
posteriormente a la formación de nódulos radicales ocupados por rizobios encargados de 
Figura 1. 3. Estructura de nódulos determinados e indeterminados.  
Los nódulos determinados (A) son esféricos y la región central (III) contiene células 
infectadas y no infectadas por bacteroides. Los nódulos indeterminados (B) son alargados 
y se pueden distinguir zonas con distintos estadios de diferenciación además de la zona 
III. Modificado de Kondorosi et al. (2015) 
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fijar N2 atmosférico. En este contexto, la forma en que cada participante de la simbiosis 
percibe al otro está siempre condicionada por el entorno químico y el espacio físico en el 
que se encuentran. Entonces, ¿de qué manera los diferentes factores ambientales afectan al 
metabolismo de los rizobios, a la generación de las señales simbióticas, o a la comunicación 
entre las contrapartes simbióticas? Durante la preinfección, cuando los rizobios todavía no 
han ingresado aún a la raíz de la planta huésped, factores ambientales tales como 
temperatura, salinidad, pH (entre otros) pueden ser condicionantes absolutos del 
establecimiento y desarrollo de la simbiosis. El suelo en particular, y el medio ambiente en 
términos más genéricos, deben ser considerados por lo tanto como partícipes inseparables 
de este proceso simbiótico. Hoy en día contamos con abundante información sobre el modo 
en que diferentes tipos de suelo y de estreses ambientales modifican a cada uno de los 
simbiontes y a su propia comunicación (Zahran 1999). Como veremos en las secciones 
siguientes, el factor ambiente agrega una variable compleja y poco susceptible de 
generalizaciones en el esfuerzo de comprender el proceso simbiótico en condiciones 
naturales. 
1.7. El concepto de estrés bacteriano 
Tanto la viabilidad del rizobio en el suelo como cualquiera de las etapas de la simbiosis 
descritas anteriormente pueden estar comprometidas por condiciones ambientales que son 
restrictivas para el crecimiento, la viabilidad o la misma interacción simbiótica, imponiendo 
así una limitación al desarrollo y establecimiento de los simbiontes en el suelo. A estas 
situaciones se las conoce comúnmente como situaciones de estrés. La definición de estrés 
ha sido ampliamente debatida, debido a la multiplicidad de interpretaciones que de la 
misma se generan. Stortz y Hengge-Aronis (Storz y Hengge-Aronis 2000) consideran como 
condición de estrés a toda situación que no es óptima para el desarrollo y modifica de algún 
modo la velocidad de crecimiento del organismo en consideración.  
Algunas respuestas adaptativas al estrés, sin embargo, funcionan de modo tal que no se 
observa en última instancia cambios en la velocidad de crecimiento. Los contextos adversos 
que rodean a la célula pueden estimular la expresión de genes vinculados a la adaptación a 
tales condiciones o en algunos casos pueden derivar en un daño en sus componentes sin 
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respuestas celulares. Estos autores también consideran a estas cuestiones como situaciones 
de estrés (Storz y Hengge-Aronis 2000). 
Si se tiene en cuenta el 30% del total de suelos del planeta libre de hielo corresponden a 
suelos ácidos (von Uexküll y Mutert 1995), se puede considerar al estrés ácido como una de 
las principales situaciones adversas que los rizobios (y las leguminosas) tienen que 
sobrellevar habitualmente para lograr establecimiento de la simbiosis. Describiremos 
brevemente los mecanismos generales de tolerancia a este estrés y posteriormente 
profundizaremos en uno de ellos: los sistemas de dos componentes.  
1.8. Tolerancia a estrés ácido en bacterias. Mecanismos implicados 
en el mantenimiento del pH interno 
A diferencia de las células eucariotas que necesitan un medio extracelular con un pH cercano 
a la neutralidad, las bacterias pueden desarrollarse en un rango amplio de valores de pH 
externo (pHe) que varía entre pH 1-3 y pH 10-13 para organismos acidófilos y alcalófilos 
respectivamente, y pH 5-9 para neutrófilos (incluídos los rizobios). Sin embargo, estos 
organismos necesitan mecanismos muy eficientes para que el pH interno (pHi) se mantenga 
entre 6-6,5 y 7,5-9 para acidófilos y alcalófilos respectivamente, y entre 7,5-7,7 para 
neutrófilos (Krulwich 2011). 
Mantener el pHi controlado es importante no solo para que las proteínas y enzimas 
conserven su estructura nativa, sino también para el mantenimiento del potencial 
electroquímico a ambos lados de la membrana que las bacterias utilizan para obtener 
energía. Este potencial electroquímico se conoce como fuerza protón motriz (FPM) y está 
compuesta por dos componentes: el potencial eléctrico de membrana (∆ᴪ), y un potencial 
generado por la diferencia de pHi y pHe (∆pH). Matemáticamente, 
FPM (mV) = ∆ᴪ - 2,3 RT/F . ∆pH 
donde R es la constante general de los gases, T es la temperatura absoluta y F es la 
constante de Faraday. 
Se puede considerar entonces que la adaptación a medios ácidos está relacionada 
directamente con la capacidad de mantener la FPM en valores donde la célula es capaz de 
utilizar este potencial para obtener energía. A tal fin, los procariotas poseen tanto 
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mecanismos activos de consumo o eliminación de protones como mecanismos pasivos de 
exclusión de estos iones. 
1.8.1. Mecanismos activos involucrados en el mantenimiento del pH 
intracelular 
Las bacterias neutrófilas que se adaptan a medios ácidos mantienen el pHi cercano a la 
neutralidad y más alto que el pHe. Ante un estrés ácido, la principal estrategia utilizada por 
las bacterias para sostener dicha condición se basa en la regulación coordinada de los 
procesos de la cadena transportadora de electrones asociados a la expulsión y reingreso de 
protones. E. coli, por ejemplo, aumenta la expresión de los complejos de la cadena 
transportadora de electrones (que bombea protones hacia afuera de la célula) mientras  que 
disminuye la expresión y actividad de la ATPasa (que ingresa protones a la célula durante la 
síntesis de ATP) (Slonczewski et al. 2009). Evidentemente, esta estrategia tiene costos 
energéticos de importancia, ya que hay menos síntesis de ATP en la respiración celular. 
Otra estrategia para mantener el pHi cercano a 7 está relacionada con la remodelación de 
ciertas rutas metabólicas a fin de aumentar el consumo de protones intracelulares. Un 
mecanismo muy estudiado en enterobacterias es la descarboxilación de glutamato y 
arginina. En particular, la glutamato descarboxilasa es activada por E. coli y otras bacterias 
entéricas al pasar por el estómago. La decarboxilación del glutamato intracelular, a expensas 
del consumo de un protón (H+), da lugar a ɣ-aminoglutarato (GABA). El GABA generado se 
intercambia por más glutamato del exterior por un transportador GABA/glutamato para 
recomenzar el ciclo (Gut et al. 2006). Por otro lado, también se ha descrito en E. coli un 
aumento de expresión de hidrogenasas que producen, a partir de dos protones, una 
molécula de hidrógeno que fácilmente puede difundir por la membrana (Noguchi et al. 
2010). 
En algunas bacterias anaeróbicas sometidas a estrés ácido, como en el caso de Streptococcus 
mutants, la expulsión activa de protones del citosol está mediada por el aumento de la 
actividad de la ATPasa F0/F1 (Kobayashi 1986), y por el consumo de los mismos en la 
conversión de malato a lactato en la fermentación maloláctica (Sheng y Marquis 2007). 
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1.8.2. Mecanismos pasivos que contribuyen al mantenimiento del pH 
intracelular 
La contribución de tampones citosólicos en el mantenimiento pasivo del pHi fue propuesta 
inicialmente por Booth y colaboradores (Booth et al. 1985), aunque estudios posteriores no 
han encontrado una correlación significativa entre el mantenimiento del pH intracelular y la 
capacidad amortiguadora del citoplasma (Rius y Lorén 1998). 
Los mecanismos pasivos de las bacterias que contribuyen a mantener el pHi están 
relacionados con cambios en la permeabilidad de la membrana a los protones y con 
modificaciones en las cargas de la superficie celular que pueden retardar, en parte, la 
entrada de los mismos al citosol. Por ejemplo, los acidófilos Acidithiobacillus ferrooxidans y 
Helicobacter pylori expresan proteínas de superficie cuyos residuos aminoacídicos se 
protonan en condiciones ácidas y en consecuencia repelen transitoriamente a los protones 
de la superficie (Chi et al. 2007). Con el mismo efecto, A. ferrooxidans es capaz además de 
cambiar la composición de lípidos de superficie en la membrana (Mykytczuk et al. 2010). 
1.8.3. Regulación de la expresión génica en la homeostasis del pH intracelular 
En las secciones anteriores se expusieron los distintos mecanismos vinculados al 
mantenimiento del pH intracelular. Los mismos contribuyen directamente a la adaptación 
celular y requieren de componentes especializados que detecten la elevada concentración 
de protones del exterior y ejecuten una respuesta. Por ejemplo, el sistema GABA/glutamato 
de E. coli está regulado por más de 15 proteínas entre las que se encuentran diversos 
factores σ, reguladores transcripcionales del tipo AraC y LuxR y proteínas de señalización que 
unen AMP cíclico. Además, en la respuesta al estrés ácido participan al menos dos sistemas 
de dos componentes (Two Component Systems, TCS). Estos son mecanismos de traducción 
de señales que detectan una condición particular y responden produciendo cambios en la 
expresión génica. El mecanismo intrínseco de tales sistemas involucra cambios 
conformacionales de las proteínas y la consecuente transferencia de la información entre 
sus componentes por medio de fosforilaciones y defosforilaciones. En las secciones 
siguientes, se ahondarán sus modos de acción, organización y la regulación de su actividad.  
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1.9. Sistemas de dos componentes bacterianos 
Todos los organismos tienen la capacidad y la necesidad de comunicarse con el medio que 
los rodea. Esto es importante principalmente para los microorganismos, cuyo hábitat suele 
estar sujeto a cambios de manera constante y repentina. En particular, las bacterias han 
desarrollado sistemas modulares que les permiten detectar cambios en las condiciones de su 
entorno y responder de manera coordinada para adaptarse al nuevo escenario. Cada uno de 
estos sistemas está conformado a menudo por dos proteínas, por lo que se los conocen 
como TCS. Un TCS típico está constituido por una histidina quinasa (HK) y una proteína 
reguladora de respuesta (RR), quienes en conjunto le permiten a la célula detectar señales 
ambientales y responder de manera adaptativa mediante cambios en la expresión génica. 
Los TCS constituyen los principales sistemas de transducción de señales en bacterias, y están 
presentes en casi la totalidad de las mismas.  
Las HKs, generalmente ancladas a la membrana, detectan una condición de cambio en el 
ambiente y transfieren la información a los segundos componentes, los RRs. Estos últimos 
por lo general son reguladores transcripcionales que modulan la expresión génica y dan 
lugar a un nuevo fenotipo de adaptación.  
Los TCS constituyen los actores principales en varios aspectos de la fisiología bacteriana. En 
la bibliografía se pueden encontrar TCS involucrados en la utilización de diversas fuentes de 
carbono y nitrógeno, la asimilación de fosfato, la resistencia a agentes nocivos, o en el 
desarrollo de formas de vida más especializadas como esporas o biopelículas (biofilms). 
Curiosamente los TCS, típicamente procariotas, han sido adoptados por organismos 
eucariotas para realizar funciones de señalización, pero con notables adaptaciones en 
arquitectura, organización y funcionamiento con respecto a los sistemas bacterianos. Si bien 
podemos encontrar TCS distribuidos en muchos filos de procariotas y eucariotas, están 
ausentes en mamíferos. Esta propiedad los convierte en interesantes blancos de acción de 
nuevos antibióticos. 
El análisis de la vasta información genómica disponible, ha permitido detectar que existe una 
correlación directamente proporcional entre el número de TCS presentes en sus genomas 
bacterianos y los diversos ambientes que habitan estos organismos (Michael y Galperin 
2006). Por ejemplo, el parásito intracelular obligado Mycoplasma genitalium no posee TCS; 
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Escherichia coli tiene alrededor de 30 HKs y 32 RRs; Bacillus subtilis, 36 HKs y 34 RRs; 
Anabaena sp, 131 HKs y 80 RRs; Myzococcus xanthus, 132 HKs y 119 RRs; hasta los casi 200 
TCSs que poseen bacterias del género Streptomyces, que habitan en suelo (Mascher et al. 
2006).  
1.9.1. Transferencia de la información a través de módulos  
Para sobrevivir y adaptarse, las células deben monitorear constantemente las condiciones 
externas para ajustar su estructura, fisiología y comportamiento. Estos procesos adaptativos 
son el resultado de una compleja red que involucra proteínas sensoras y reguladoras. Para 
ilustrar de manera simple el modo de acción de estas proteínas, se puede pensar en una 
transferencia de la información a través de módulos o regiones donde dicha comunicación 
puede ocurrir mediante cambios conformacionales de las proteínas (transferencia en cis) o 
mediante la transferencia de grupos fosfato (transferencia en trans). Un TCS típico está 
compuesto por 4 módulos agrupados en los dos componentes como esquematiza la Figura 
1.4. El módulo sensor de una HK detecta una señal activadora y la información es transferida 
en cis hacia el módulo transmisor. Este módulo luego se autofosforila a expensas de ATP en 
una histidina conservada y transfiere el fosfato al módulo receptor del RR (transferencia en 
trans). La información continúa su camino en cis hacia el módulo efector que es el 
encargado de montar una respuesta específica a la señal de origen. La respuesta estará 
relacionada con la activación o represión de genes específicos o bien con modificaciones de 
actividades enzimáticas presentes en el módulo efector.  
Existen a su vez variantes de HKs y RRs un poco más complejas. Las histidina quinasas 
híbridas (HKh) por ejemplo, además de sus módulos sensor y transmisor poseen un módulo 
receptor que interviene en la transferencia de la información en trans (Figura 1.5). En cuanto 
a los RRs, es frecuente encontrar dos o más módulos receptores en tándem.  
Muchos autores se refieren a los TCS como Sistemas de Fosforelevo (Phosphorelay Systems) 
debido a la mencionada propiedad de estos sistemas de transferir grupos fosfato de módulo 
en módulo.  
Si bien describir el modo de acción de los TCS a través de módulos es rudimentario, permite 
desentenderse en una primera instancia de dominios y motivos proteicos que muchas veces 
no son tan fáciles de evidenciar. En las siguientes secciones nos referiremos a ellos. 
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Figura 1. 5 Esquema ilustrativo de la organización de los módulos en una Histidina quinasa 
Híbrida (HQh).  
Figura 1. 4. Esquema del modo de acción de una HK y un RR en un TCS típico.  
Se ilustra la transferencia de la información en cis y en trans a través de módulos de acuerdo 
a si la misma ocurre intra- o inter- proteínas, respectivamente.  
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1.9.2. Histidina quinasas  
Las histidina quinasas son proteínas multidominio con una considerable variedad 
arquitectónica en toda la familia (Bhate et al. 2015). En esta sección describiremos 
brevemente los dominios que comúnmente se encuentran en estas proteínas.   
1.9.2.1. Dominios presentes en los módulos sensores 
El módulo sensor de las HKs (Figura 1.6) contiene elevada variabilidad en estructura a nivel 
interespecie y localización, lo que dificulta la identificación y asignación de dominios 
conservados. Los distintos módulos sensores pueden ser citoplasmáticos o tener motivos 
que atraviesan la membrana una, dos y hasta diez veces, aumentando la complejidad de la 
cuestión. De todas formas, se han descripto dominios sensores conservados como PAS y 
HAMP.   
El motivo estructural denominado PAS (Per/ARNT/Sim) (Huang 1993) aparece formando 
parte de numerosas HKs, contiene una típica conformación de hélices  que flanquean cinco 
láminas β plegadas antiparalelas. Sin embargo, sólo en algunos casos se ha demostrado que 
este motivo estructural es un dominio sensor funcional, como ocurre en las quinasas PhoQ, 
DcuS, y CitA; que detectan iones divalentes, C4-dicarboxilatos, y citrato, respectivamente.  
En otros casos, el motivo PAS se asocia con moléculas que actúan como grupo prostético y 
éste es el que percibe el estímulo. Uno de estos casos es el sistema FixL/FixJ de E. meliloti. La 
HK FixL constituye un sensor de oxígeno intracelular. Esta quinasa contiene un motivo PAS 
localizado en la región citosólica de la proteína que oportunamente se inactiva al asociarse 
con un grupo hemo-ferroso conteniendo O2 (Miyatake et al. 2000). A pesar de detectar la 
señal en la región citosólica de la proteína, FixL de E. meliloti es una proteína integral de la 
membrana. Sin embargo las HKs FixL homólogas de Bradyrhizobium japonicum y Rhizobium 
etli, especies filogenéticamente cercanas a E. meliloti, son proteínas solubles.  
El dominio HAMP (Aravind y Ponting 1999) lo podemos encontrar en proteínas histidina 
quinasas, adenilil ciclasas, proteínas de quimiotaxis y fosfatasas (Histidin-kinases, Adenilil 
ciclases, Methyl-accepting chemiotaxis y Phosphatases). En el caso de las HKs, este dominio 
suele estar localizado inmediatamente después de una región transmembrana y antes del 
dominio DHp, del que nos referimos más adelante. Las evidencias indican que este dominio 
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estaría más involucrado en la transferencia en cis entre los módulos sensor y transmisor,que 
en la detección de la señal (Dutta et al. 1999). 
Si bien los motivos PAS y HAMP son los dominios sensores más abundantes en HKs, existen 
al menos 14 dominios sensores diferentes (Ulrich et al. 2005). Incluso hay HKs que no 
contienen ningún dominio sensor evidente. Por ejemplo la HK DesK, que forma parte del 
sistema DesK/DesR de B. subtilis, es un sensor de temperatura que cuenta con 5 regiones 
transmembranales y ningún dominio sensor predicho mediante secuencia o estructura. El 
cambio en el estado de fluidez de la membrana provocado por cambios en la temperatura es 
detectado por las regiones transmembranales de DesK, regulando su actividad 
quinasa/fosfatasa (Aguilar et al. 2001). 
1.9.2.2. Dominio transmembrana  
En muchas HKs (PhoQ, CitA, LuxQ, EnvZ, etc.) se forma un haz de 4 hélices en la membrana, 
con dos hélices trans-membrana de cada monómero. En algunos casos, como DesK y FixL, 
cada monómero tiene múltiples hélices transmembrana (Figura 1.6). 
1.9.2.3. Dominios de transducción de señales intracelulares 
Estos incluyen una variedad de dominios como HAMP, PAS, GAF y coiled-coils que residen en 
el citoplasma justo debajo del dominio transmembrana (Figura 1.6) y estarían involucrados 
en la transferencia en cis dela información. Estos dominios a menudo existen como 
combinaciones o repeticiones en tándem y son transductores de señal genéricos que se 
encuentran en muchas otras proteínas bacterianas y de mamíferos (Bhate et al. 2015). 
1.9.2.4. Dominios presentes en los módulos transmisores 
La conservación evolutiva del módulo transmisor permite diferenciar dos dominios: el 
dominio DHp (Dimerization and Histidine phosphotransfer domain) con capacidad de 
dimerizarse y fosforilarse, y el dominio catalítico (CA) también se conocido como dominio 
HATPasa_c (Histidine Kinase-type ATPase catalitic domain) por la capacidad de unir ATP 
(Figura 1.6). Usualmente se dice que las quinasas se autofosforilan porque el dominio CA 
hidroliza la molécula de ATP que contiene y fosforila a la histidina conservada del dominio 
DHp. El dominio CA consiste en una estructura tipo sándwich α/β altamente conservada con 
tres α-hélices empaquetadas contra cinco cadenas beta antiparalelas. El nucleótido se une 
entre dos hélices y se sostiene mediante un bucle conocido como tapa ATP. Las secuencias 
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de unión a nucleótido conservadas que comprenden el sitio de unión se denominan cajas N, 
G1, G2 y F; denominadas así por los residuos críticos dentro de estos sitios (Kim y Forst 
2001). Se han dilucidado varias estructuras de dicho dominio tanto por RMN, en el caso de 
EnvZ (Tanaka et al. 1998); como por rayos X, para las HKs PhoQ (Marina et al. 2005) y NtrB 
(Song et al. 2004) de E. coli ; CheA de Thermotoga maritima (Bilwes et al. 1999); y PrrB de 
Mycobacterium tuberculosis (Nowak et al. 2006). 
 
1.9.3. Percepción de la señal por las histidina quinasas 
La vida del mundo microbiano se caracteriza por la continua interacción entre la célula y su 
entorno. Como hemos mencionado, las HKs de membrana de los TCS poseen un módulo o 
región sensora de la señal que puede o no estar anclada a membrana, y una región catalítica 
constituida por al menos dos dominios catalíticos donde se lleva a cabo la bioquímica de la 
transferencia de la información (que definimos también como módulo transmisor). En esta 
sección haremos foco en la primera región, particularmente en lo relacionado a la 
percepción de la señal que da inicio a la cascada de señalización.  
Figura 1. 6. Histidina quinasa típica.  
La figura esquematiza una histidina 
quinasa localizada en la membrana con 
el dominio sensor en el espacio 
periplásmico; dominios transmembrana; 
dominios HAMP/PAS/GAF que conectan 
el módulo sensor con el módulo 
transmisor (suelen estar presentes o 
ausentes); dominios catalíticos (CA) y  de 
dimerización (DHp) que constituyen el 
módulo transmisor. Se  indican además 
la histidina conservada (H) del dominio 
DHp y una molecula de ATP en el 
dominio CA. Modificado de Bhate et al. 
(2015)  
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El rol biológico de la traducción de señales por TCSs se pone de manifiesto en el inicio 
(detección de la señal) y en el final (expresión génica). Por lo tanto, agrupar y clasificar las 
HKs de acuerdo a sus regiones sensoras de alguna manera reflejaría las funciones de estas 
proteínas en lo que respecta a la comunicación entre el exterior y el interior celular. Realizar 
dicha clasificación basada solamente en la diversidad de dominios resulta dificultoso debido 
a la gran variabilidad presente a nivel de secuencia, topología de membrana y arreglos de 
dominios. Desde el punto de vista funcional, resulta útil clasificar las regiones sensoras 
teniendo en cuenta de manera conjunta a todas estas cuestiones. Así, la mayoría de las HKs 
se pueden clasificar en a) HKs que monitorean el espacio periplásmico al poseer la región 
sensora localizada hacia el exterior celular, y tienen una o dos regiones transmembrana 
(RTM); b) HKs que poseen de 2 a 20 RTM con la detección de la señal vinculada en alguna 
porción de esa región; y c) HKs que poseen, a diferencia de las de las anteriores, la región 
sensora íntegramente en el interior celular. Las HKs de este último grupo están destinadas a 
monitorear el interior celular y pueden estar ancladas a membrana o ser íntegramente 
proteínas citoplasmáticas. 
A continuación, describiremos brevemente cada uno de estos grupos. 
1.9.3.1. Histidina Quinasas que monitorean el espacio periplásmico 
Este grupo es el grupo más numeroso ya que está representado por una HK común 
compuesta por dos RTM que flanquean la región N-terminal de localización periplásmica que 
sensa la señal, y una región C-terminal citosólica que forma parte del módulo transmisor 
(donde ocurre la autofosforilación y transferencia de grupos fosfatos al regulador de 
respuesta). El rol biológico de estos tipos de HKs es el de transferir información a ambos 
lados de la membrana plasmática y es por eso que están usualmente vinculados en la 
detección de solutos y nutrientes en el exterior. Si bien los miembros de este grupo tienen 
una estructura topológica que es compartida, sus regiones sensoras contienen diversos tipos 
de dominios que pueden ser usados para clasificarlos en subgrupos, como los dominios PAS 
(Period-ARNT-Sim protein), CHASE (Cyclase/histidine kinase-associated sensing extracellular) 
y CACHE (Ca+2 channels, chemotaxis receptors). La función y el estímulo activador del primer 
subgrupo ha sido caracterizado en varias HKs. 
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Como se menciona en otras secciones, la cascada de señalización se inicia mediante la 
detección de una o varias señales específicas. Estudios mutacionales y de cristalografía han 
indicado que en algunos casos los ligandos (señales) se asocian electrostáticamente a 
residuos aminoacídicos específicos de la región sensora. Este es el caso presente en la HK 
NarX de S. enterica que sensa nitrato (Cheung y Hendrickson 2009); y la HK CitA de E. coli 
que sensa citrato (Janausch et al. 2002; Stewart 2003).   
La HK PhoQ del TCS PhoP/PhoQ de S. enterica está involucrada en el proceso de tolerancia a 
péptidos antimicrobianos y es activada en bajas concentraciones de Mg+2 y por la presencia 
de los propios agentes antimicrobianos. PhoQ posee en su región sensora un dominio PAS 
que difiere del que posee la HK CitA. Esta versión de PAS, dilucidada por estudios 
estructurales y no por homología de secuencia, contiene dos α-hélices extras que generan 
una región cargada negativamente que está en contacto con la membrana. En este sitio es 
donde se ubican los cationes Mg+2, y en consecuencia la inactivan al privarla de movimiento 
(Cheung et al. 2008). En contrapartida, en una cantidad suficientemente baja de Mg+2 esa 
zona de la proteína tiene libre movimiento y traduce la señal activadora hacia los dominios 
citosólicos (Cho et al. 2006).   
La activación de la señal por unión de ligando no ocurre en todos los casos. En la HK VirA de 
Agrobacterium tumefaciens el ligando (arabinosa) se une a una proteína citoplasmática 
(ChvE) y este complejo es el que interacciona con la región periplásmica sensora (Peng et al. 
1998). Un ejemplo similar ocurre en la activación del TCS BctD/BctE de Bordetella pertusis 
que induce la expresión de un sistema transporte de ácidos tricarboxílicos de tipo ABC. Las 
proteínas BctA y BctB constituyen el canal de membrana y BctC capta citrato para 
transportarlo. A continuación, el complejo BctC-citrato activa la región sensora del TCS 
BctD/BctE. Así, este sistema modula la expresión génica del mencionado sistema de 
transporte (Antoine et al. 2005).  
1.9.3.2. Histidina quinasas que detectan cambios en la membrana plasmática 
En este grupo muy diverso de HKs, las hélices de las RTM juegan un rol central en la 
percepción del estímulo inicial. Estas quinasas pueden tener entre 2 y 20 RTM que se unen 
entre sí por segmentos cortos de 25-35 aminoácidos.Los miembros de este grupo también se 
pueden clasificar en subgrupos (Mascher 2014): i) pequeñas HKs de bacterias gram-positivas 
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con 2 RTM, involucrados en el sensado de estrés de membrana o en procesos de 
detoxificación por medio de transportadores ABC; ii) termosensores con al menos 6 RTM; iii) 
HKs homólogas a proteínas de transporte que poseen de 12 a 20 RTM. Los miembros del 
primer subgrupo son HKs de menos de 400 aminoácidos de longitud. El loop 
extracitoplasmático es de 25 aminoácidos o menos y la región sensora está ubicado en las 
dos RTM (Mascher et al. 2003). Podemos mencionar a las quinasas LiaS de B. subtilis y VraS 
de Staphylococcus aureus como miembros representativos de este grupo. La presencia de 
antibóticos como bacitracina, vancomicina o péptidos catiónicos antimicrobianos produce 
de alguna manera una situación de estrés de membrana, y esta condición es la detectada 
por las RTM de estas quinasas (Mascher et al. 2004; Pietiainen et al. 2005).  
Los cambios de temperatura impactan directamente sobre la fluidez de la membrana 
plasmática. Una disminución de la temperatura produce un cambio entre un estado de 
cristal líquido desordenado, a una fase tipo gel más rígida y ordenada. Con el objetivo de 
mantener una membrana funcional, las bacterias bajan el punto de fusión de la misma al 
aumentar la proporción lípidos ramificados, ya sea por síntesis de novo o por modificación 
enzimática. Existen TCS encargados de regular estas cuestiones, como es el caso del TCS 
DesR/DesK de B. subtilus que estimula la transcripción del gen des que codifica para una 
desaturasa de ácidos grasos (Aguilar et al. 2001). El grupo del Dr. de Mendoza (Abriata et al. 
2017) ha demostrado que el mecanismo sensor está basado en propiedades de la membrana 
dependientes de la temperatura, muy probablemente una combinación de espesor, fluidez y 
permeabilidad al agua, y han propuesto posibles mecanismos por los cuales DesK detecta 
tales propiedades y transduce las señales. Las estructuras de rayos X y los modelos 
computacionales han permitido revelar las características estructurales de las RTM y 
regiones citoplasmáticas en los estados quinasa y fosfatasa de DesK. Los experimentos 
bioquímicos y genéticos y las simulaciones moleculares demostraron además que la 
formación reversible de una estructura coiled-coil de dos hélices en el quinto segmento 
transmembrana y el extremo N-terminal del dominio citoplásmico son esenciales para los 
mecanismos de detección y transducción de señales (Cybulski et al. 2002; Hunger et al. 
2004, Inda et al. 2016). 
Entre las HKs que poseen entre 12 y 20 RTMs, podemos mencionar a CbrA del TCS 
CbrB/CbrA de Pseudomonas aeruginosa. Este TCS controla la expresión de varios genes de 
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vías catabólicas en respuesta a estímulos que reflejan la relación carbono-nitrógeno 
intracelular. Cepas mutantes en genes de este TCS están afectadas en la utilización de 
manitol, glucosa, piruvato y citrato como única fuente de carbono, y en el uso de diversos 
aminoácidos (arginina, histidina y prolina) como fuente de carbono y nitrógeno (Nishijyo et 
al. 2001). Las regiones sensoras localizadas en las RTM tienen un alto grado de conservación 
con los dominios presentes en proteínas de transporte de Na+/soluto de tipo simporte (Häse 
et al. 2001). Si bien no hay estudios que lo confirmen, se especula que la detección de estos 
solutos por estas quinasas ocurre simultaneamente durante el transporte de los mismos a 
través de la membrana. 
1.9.3.3. Histidina quinasas que monitorean el interior celular 
Las regiones sensoras de las HKs que sensan el interior celular están localizadas en el en el 
citosol y en general, a diferencia de las demás HKs, forman parte de la región C-terminal. 
Podemos distinguir 2 clases de este tipo de quinasas: i) HKs directamente ancladas a 
membrana con dominios sensores en la región N- o C-terminal, o ii) HKs localizadas de 
manera libre en citosol. 
La HK KdpD del sistema KpdD/KpdE es un buen caso para ejemplificar proteínas del primer 
caso. Esta quinasa posee una región N-terminal en el interior celular, 4 RTM, y la región N-
terminal también en el citosol. El sistema detecta el aumento de la presión osmótica en 
términos de un aumento de la fuerza iónica, concentración de ATP, y una disminución de 
iones K+. Con respecto a la activación de la quinasa, se sostiene que es en la región C-
terminal donde ocurre la detección de la disminución de K+ (Rothenbücher et al. 2006) y que 
la región N-terminal, a su vez, también juega un rol importante en el mecanismo de la 
traducción de la señal (Heermann et al. 2003). Se ha visto además que el aumento de la 
fuerza iónica es detectado en las múltiples RTM y no en los dominios N- o C-terminal 
(Heermann et al. 2003). Otro ejemplo de quinasas de este tipo es FixL presente en 
Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium etli, E. meliloti y otros rizobios. Esta quinasa sensa la 
disminución de oxígeno en el interior celular y al fosforilar el regulador de respuesta FixJ se 
inicia la transcripción de genes relacionados con la fijación de nitrógeno. La unión de oxígeno 
(e inactivación) del sistema ocurre en los grupos hemo presentes en los dominios PAS del 
dímero que forma FixL (Gong et al. 2000; Guimaraes et al. 2017). 
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Por otro lado, las HKs que no están asociadas a membrana pueden detectar analitos que 
provienen del metabolismo celular o analitos que han difundido la membrana desde el 
exterior. NtrB de E. coli por ejemplo consta de una región N-terminal, que estabiliza la 
actividad fosfatasa, y un dominio C-terminal donde ocurre el inicio de la señalización por 
interacción con la proteína PII (Kramer y Weiss 1999). El dominio PAS presente en esta 
región puede ser el encargado de sensar señales aún desconocidas. Otro ejemplo es  la HK17 
(EF 1632) soluble de Enterococcus faecalis capaz de sensar etanolamina en el citoplasma y 
activar su utilización (Del Papa y Perego, 2008). Por otro lado, en Ralstonia eutropha la 
expresión de hidrogenasas está regulada por el TCS HoxJ/HoxA en respuesta a H2. En el 
sensado de este gas interviene una hidrogenasa (HoxBC) que luego interacciona con la 
quinasa HoxJ. La presencia de H2 estimula la actividad fosfatasa y la transcipción de los genes 
de hidrogenasas al defosforilar el regulador de respuesta (Kleihues et al. 2000). 
1.9.4. Reguladores de respuesta 
1.9.4.1. El dominio REC de los reguladores de respuesta 
Los dominios REC (Regulator CheY-like) forman parte de los módulos receptores de los 
reguladores de respuesta (RRs). La característica distintiva de estos dominios es la presencia 
de una estructura conservada que posee 5 vueltas de láminas β rodeadas de otras 5 -
hélices anfipáticas (Figura 1.7). En estos dominios existen algunos aminoácidos conservados 
que son muy importantes para la transferencia de la información. La transferencia en trans 
está facilitada por un residuo de ácido aspártico conservado en el final de la región C-
terminal de β3 (residuo que es fosforilado por su HK asociada) y por otros dos residuos 
ácidos ubicados en el loop β1-α1 (contribuyen a la unión de un catión divalente, 
comúnmente Mg+2) (Bellsolell et al. 1994). La ganancia (o pérdida) de dicho grupo fosfato 
deriva en pequeñas modificaciones de la superficie de la región α4-β5-α5 que resultan en un 
cambio conformacional substancial suficiente para la transferencia de la información en cis 
hacia el módulo efector.   
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1.9.4.2. Dominios de los módulos efectores de los reguladores de respuesta 
Los módulos efectores de la región C-terminal poseen dominios con gran diversidad de 
funciones los cuales se los utiliza para clasificarlos en grupos con propiedades compartidas. 
Entre ellos encontramos dominios con capacidad de unirse a ADN, a ARN o que poseen 
funciones catalíticas específicas. 
La mayoría de los dominios presentes en los módulos efectores poseen actividad de unión a 
ADN y actúan activando o reprimiendo la expresión de genes específicos. Tal es la gran 
diversidad de estos dominios, que aún en el mismo subgrupo es frecuente encontrar 
variaciones en la secuencia de ADN en las que interactúan o en el mecanismo de la 
regulación de la transcripción.  
OmpR por ejemplo, un miembro muy caracterizado que pertenece al grupo más grande de 
las familias de RRs, actúa tanto como activador como represor transcripcional al regular la 
expresión diferencial de los genes ompC y ompF que codifican para porinas de la membrana 
externa. Estudios cristalográficos han posibilitado determinar que los dominios de unión de 
a ADN de los miembros de este grupo contienen una hélice que reconoce sitios del zurco 
mayor del ADN y unos loops que hacen lo propio en regiones del zurco menor (Martinez-
Hackert y Stock 1997). Sin embargo, no hay una conservación en el mecanismo de la 
regulación de la transcripción. La transcripción regulada por OmpR implica una interacción 
con la subunidad α de la ARN polimerasa (Stock et al. 2000). 
Figura 1. 7. Diagrama de cintas del 
dominio REC del RR CheY de E. coli. 
La figura muesta el plegamiento 
típico de tipo (αβ)5 del dominio REC 
(cintas) con el aspartato conservado 
receptor del grupo fosfato (bolas y 
palos). En verde se indican los 
motivos α4-β5-α5 que experimentan 
cambios conformacionales luego de 
la fosforilación del aspartato (Gao et 
al. 2007). 
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NarL, RR característico de otro subgrupo, está involucrado en la inducción y represión de 
genes del metabolismo del nitrato. NarL posee 7 sitios de unión a diversos factores que 
intervienen en la regulación de su actividad y estudios cristalográficos proponen que la 
unión a ADN se realiza por un plegamiento de 4 hélices que contiene un motivo de tipo 
hélix-turn-helix (Baikalov et al. 1996). 
El RR NtrC, que regula la expresión de genes del metabolismo del nitrógeno, se caracteriza 
por tener en su región efectora un dominio de unión a ATP y sitios de unión a ADN de tipo 
helix-turn-helix. La fosforilación de este RR favorece la oligomerización en octámeros, la 
unión a ADN y la hidrólisis de ATP. La energía se invierte en el reclutamiento de la ARN 
polimerasa σ54 y en la activación de la transcripción (Stock et al. 2000). 
OmpR, NarL y NtrC son los RRs más estudiados en procariotas. Sus estructuras, conservadas 
en los dominios efectores, se las utiliza para clasificar los RRs de un organismo determinado. 
En el Capítulo 3 utilizaremos ese criterio para identificar y clasificar los RRs de E. meliloti. 
Reguladores de respuesta con dominios de unión a ARN 
Si bien han sido descritos numerosos dominios de unión a ARN, solo uno es encontrado 
comúnmente en reguladores de respuesta: ANTAR (Shu y Zhulin 2002). En reguladores 
transcripcionales del tipo AmiR y NasT, este dominio estimula la transcripción evitando la 
terminación de la transcripción en terminadores ρ-independientes (O'Hara et al. 1999; Shu y 
Zhulin 2002). 
Reguladores de respuesta con dominios de unión a proteínas 
En algunos RRs, los dominios efectores ejercen acción a través de interacciones proteína-
proteína. Estos incluyen RRs asociados a quimiotaxis del tipo CheV que combinan dominios 
REC con dominios tipo CheW de unión a proteínas y RRs del tipo Hnr; así como los 
reguladores de respuesta que contienen dominios PAS, GAF, TPR o HPt como únicos 
dominios de salida. Si bien los dominios PAS y GAF son conocidos por unir ligandos, la 
transducción de señales probablemente involucre sus interacciones con otros dominios 
proteicos que no están asociados a la unión de ligandos.  
 
 
   FJA                                                                 Tesis Doctoral                                                             Capítulo 1 
- 57 - 
 
Reguladores de respuesta con dominios efectores que poseen actividad enzimática 
Mediante la secuenciación de la proteína de quimiotaxis CheB, se dilucidó que esta posee un 
dominio REC (N-terminal) y un dominio con actividad metilesterasa (C-terminal). Este 
dominio C-terminal es capaz de retener su actividad catalítica en ausencia del dominio REC o 
cuando este es fosforilado (Lupas y Stock 1989). Estudios posteriores revelaron otros RRs 
que contienen el dominio REC y dominios asociados con otras actividades enzimáticas. Por 
ejemplo, RRs tipo PleD (Aldridge y Jenal 1999; Aldridge et al. 2003) tienen un dominio de 
efector de tipo GGDEF, que tiene actividad diguanilato ciclasa (Chan et al. 2004); mientras 
que los RR de tipo VieA combinan el dominio REC con el dominio EAL, que tiene actividad de 
fosfodiesterasa específica de c-di-GMP, y un dominio de unión a ADN (Tischler y Camilli 
2004). RRs de estos tipos se encuentran presentes en varios linajes filogenéticos 
1.9.5. Modulación de la actividad de los TCS por proteínas accesorias 
La gran mayoría de los RRs son activos cuando están fosforilados (Hoch 2000). En 
consecuencia, cualquier condición o factor celular que impacte sobre el estado de 
fosforilación tendrá un impacto directo sobre la respuesta. Como es de esperar, el 
mecanismo de acción de los TCS de procariotas es más complejo que la sola acción de una 
HK que sensa una señal y un RR que lleva a cabo una respuesta. En esta sección haremos 
mención a las llamadas proteínas accesorias, factores que actúan a distintos niveles de la 
cascada de señalización contribuyendo en la detección de la señal, estimulado 
fosforilaciones o defosforilaciones, o actuando por interacción directa con algunos de los 
actores de los TCS.   
1.9.5.1. Contribución de las proteínas accesorias a las primeras etapas de la señalización   
En ocasiones, la cascada de señalización incluye proteínas accesorias que pueden formar 
parte del sensado de la señal o de la integración de la misma. Por ejemplo, en el sistema de 
fosforelevo Rcs de bacterias entéricas, la lipoproteína de membrana RcsF es la encargada de 
detectar la señal y mediar la fosforilación de la HK RcsC, con la consecuente activación del 
sistema. El resultado es la expresión de genes vinculados con la formación de biofilms, 
movilidad, y la producción de polisacáridos extracelulares (Clarke 2010). Los transportadores 
de tipo ABC también han sido descriptos como complejos de membrana vinculados con la 
señalización por TCS. Se ha descripto que el trasporte activo de bacitracina por el 
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trasportador BceAB de B. subtilis es el encargado de activar el sistema BceS/BceR 
constituyendo así una efectiva estrategia de detoxificación de péptidos antimicrobianos 
(Dintner et al. 2011). En enterobacterias, se han detectado al menos 70 genes de sistemas 
de tipo ABC localizados adyacentes a componentes de TCS, hecho que indica que esta 
modalidad de integrar la señalización es común en estas especies.  
Existen también péptidos solubles de localización periplasmática o citoplasmática con un rol 
activo en el inicio de la señalización. En A. tumefaciens por ejemplo, la activación del TCS 
VirA/VirG (que resulta en la expresión de los genes de virulencia) ocurre en parte por la 
interacción física de ChvE, una proteína de periplasma que actúa luego de unir carbohidratos 
exudados por la planta (Nair et al. 2011). En relación a las proteínas accesorias que actúan 
en el citoplasma, podemos mencionar a la proteína PII que modula la activación de la HK 
NtrB en E. coli. Esta proteína es uridilada y desurilidada por una enzima específica en 
respuesta a situaciones de bajo o alto nitrógeno respectivamente (medido en términos de 
concentración de glutamina) (Jiang et al. 1998). Otro ejemplo de proteínas accesorias 
citoplasmáticas con acción regulatoria sobre un TCS es la proteína FixT que actúa sobre el 
sistema FixL/FixJ de E. meliloti. Como hemos mencionado anteriormente, este TCS induce la 
fijación de nitrógeno en respuesta a la disminución de la tensión de oxígeno en el nódulo. 
FixT tiene acción inhibitoria sobre el inicio de la señalización al evitar la autofosforilación de 
FixL (Garnerone et al. 1999).  
1.9.5.2. Modulación del estado de fosforilación de HKs y RRs por proteínas accesorias 
La respuesta llevada a cabo por un regulador puede estar determinada no solo por la 
presencia de señales iniciadoras de la cascada, sino también por factores que tienen acción 
sobre la fosforilación de sus componentes. Estos factores proteicos pueden actuar de 
diversas formas y a distintos niveles de la traducción de señales.  
En ocasiones, las proteínas accesorias actúan como proteínas conectoras al conectar o 
vincular dos o más sistemas de respuesta. Estas proteínas conectoras generalmente son 
inducidas por mecanismos moleculares que responden a señales distintas a las que responde 
el TCS que son capaces de modular, resultando en la integración de varias señales 
conectadas entre sí con acción directa sobre un RR.  
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En la literatura encontramos muchos ejemplos de proteínas que actúan estimulando 
fosforilaciones o defosforilaciones en HKs o RRs, modificando la actividad de los dominios 
efectores de los reguladores, o conectando e integrando dos sistemas de respuesta. 
En B. subtilis, la fase de esporulación está fuertemente controlada por 5 HKs (KinA, KinB, 
KinC, KinD, y KinE) que poseen la capacidad de fosforilar el sistema de fosforelevo Spo0F-
Spo0B-Spo0A. La Spo0A fosforilada es finalmente la encargada de mediar la expresión de 
genes vinculados con la esporulación, entre otros (Piggot y Hilbert 2004). Se han identificado 
factores que actúan en los distintos niveles de esta cascada de señalización y que tienen un 
impacto indirecto sobre la fosforilación y activación de Spo0A. Por ejemplo, en situaciones 
donde la maquinaria de replicación de ADN se ve alterada, se estimula la expresión de la 
proteína conectora SpdA que tiene efecto inhibitorio sobre la fosforilación de la quinasa 
KinA. En consecuencia, se inactiva el sistema de fosforelevo y la célula no entra en fase de 
esporulación. También existen proteínas conectoras que actúan en las últimas etapas del 
sistema, como las proteínas de las familias Rap y Spo0E, que experimentan actividad 
fosfatasa sobre los reguladores Spo0F y Spo0A respectivamente. Las proteínas Rap y Sp0E 
aumentan en situaciones de vida no adversas, por lo que la esporulación no ocurre (Hoch 
2017; Perego y Brannigan 2001; Smits et al. 2007). 
La proteína conectora PmrD de S. enterica está bajo control del TCS PhoP/PhoQ y estabiliza 
la versión fosforilada del regulador de respuesta PmrA (PmrA-P) del TCS PmrA/PmrB. La HK 
PmrB responde a la presencia de extracelular de Fe+3, Al+3 (Wösten et al. 2000), o pH ácido 
(Perez y Groisman 2007) y activa la expresión génica al fosforilar PmrA. En ausencia de estas 
señales, sin embargo, se favorece la actividad fosfatasa de PmrB sobre PmrA-P y la 
transcripción se inhibe a menos que PmrA-P se vea estabilizada por PmrD. La transcripción 
de pmrD se activa por el sistema PhoP/PhoQ en condiciones de bajas concentraciones de 
Mg+2. De esta manera, la resistencia a polimixina se establece no sólo en condiciones ácidas, 
de alto Fe+3 o Al+3, sino también en ambientes de bajo Mg+2 (Kox, Wösten y Groisman 2000).  
El reclutamiento del complejo de la ARN polimerasa por un regulador transcipcional en su 
forma activa también pueden ser modulados por proteínas accesorias. Por ejemplo, en E. 
coli la proteína TorI hace lo propio al impedir que el regulador de respuesta TorR 
interaccione con las subunidades de la ARN polimerasa. De esta manera, la transcripción de 
   FJA                                                                 Tesis Doctoral                                                             Capítulo 1 
- 60 - 
 
genes del metabolismo anaerobio que controla el TCS TorS/TorR se inhibe (Ansaldi, 
Theraulaz y Mejean 2004). 
 
Finalmente, los TCS no son una excepción dentro de la organización tridimensional celular 
(Lazzaro et al. 2017). Los TCS involucrados en el control de la división celular, la 
diferenciación, quimiotaxis y virulencia, muestran una localización específica y dinámica en 
su participación en el programa espacial de la célula bacteriana. 
Como hemos detallado en este capítulo, el estudio de los TCS ha demostrado que estos 
sistemas representan una compleja y dinámica red de percepción y respuesta a estímulos. 
Por otro lado, su extensa distribución entre grupos de organismos diferentes, así como su 
participación en la detección y respuesta a estímulos diversos, reflejan la gran versatilidad de 
estos circuitos de señalización. La caracterización detallada a nivel estructural, bioquímico y 
genético de estos sistemas bacterianos ha permitido por un lado dilucidar un panorama (aún 
incompleto) de su funcionamiento y ha resaltado su relevancia en diferentes grupos de 
procariontes. 
Para todos los TCS, la elucidación de la naturaleza de la/s señal/es percibida/s así como el 
estudio de las respuestas cruciales para la regulación de la expresión génica que esta genera 
(en los diversos ambientes que las bacterias ocupan) siguen siendo un importante foco de 
estudio. Futuras investigaciones para abordar estos temas muy probablemente revelarán 
aspectos fascinantes de esta familia de proteínas de señalización. Dicho conocimiento, podría 
permitir avanzar en el desarrollo de nuevas estrategias para mejorar o inhibir la interacción 
de la planta con microorganismos agronómicamente importantes. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 
La hipótesis general de este trabajo consiste en que los procesos regulatorios mediados 
por sistemas de dos componentes juegan un rol activo en la cascada de señalización 
intracelular y en el ajuste fino de la expresión de la información génica en rizobios, tanto 
en vida saprofítica, como en simbiosis con su planta hospedadora y en su alternancia como 
parte del ciclo de vida de la bacteria. 
En particular, existen ciertos sistemas de dos componentes que poseen un rol relevante en 
la biología de E. meliloti en condiciones de bajo pH. 
Objetivos 
A- Objetivo general 
Caracterización molecular y funcional de un sistema de dos componentes de Ensifer meliloti 
relacionado con la tolerancia a estrés abiótico, particularmente a bajo pH, en vida libre y 
simbiótica. 
B- Objetivos específicos 
1) Utilización de herramientas bioinformáticas para la identificación y caracterización de 
sistemas de dos componentes presentes en E. meliloti. 
2) Inactivación de reguladores de respuesta en E. meliloti.  
3) Determinación y caracterización del fenotipo de los mutantes en condiciones normales y 
de estrés. Selección de un mutante de interés para el estudio de su rol en vida libre. 
4) Caracterización de el o los metabolismos regulados por las vía de transducción de señales 
iniciada por el sistema de dos componentes seleccionado mediante la cuantificación de los 
cambios de expresión de proteínas, cambios en los metabolomas bacterianos y otros 
fenotipos. 
5) Determinación de la relevancia del sistema de dos componentes seleccionado en la vida 
simbiótica. 
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2.1. Procedimientos microbiológicos 
2.1.1. Cultivos bacterianos y condiciones de cultivo 
A continuación se muestran los medios de cultivo utilizados para los ensayo de esta tesis. En 
todos los casos, para la preparación de los mismos, el material a utilizar se esterilizó durante 
20 minutos a 120 °C en autoclave.  
Los antibióticos fueron adicionados a los medios de cultivo a partir de una solución madre 
concentrada con respecto a la concentración final de uso. Las soluciones se prepararon en 
agua y se esterilizaron por filtración a través de membranas de nitrocelulosa de 0,2 μm de 
tamaño de poro. Para E. coli los antibióticos utilizados fueron: kanamicina, 50 g/ml; 
estreptomicina, 100 g/ml; gentamicina, 10 g/ml. Para E. meliloti los antibióticos utilizados 
fueron: neomicina, 120 g/ml; estreptomicina, 400 g/ml; gentamicina, 50 g/ml (para TY) y 
10 g/ml (para el medio mínimo GS).  
Medio LB 
Para el crecimiento de cepas de E. coli se utilizó el medio de cultivo LB (Bertani 1951), de la 
siguiente composición: glucosa, 1g/l; NaCl, 5g/l; triptona, 10g/l; extracto de levadura, 5g/l; 
agar (para medio sólido), 15g/l. 
Los cultivos se incubaron por el tiempo requerido a 37 °C con agitación (180 rpm). La 
estimación del número de bacterias se realizó por medición fotométrica de la densidad 
óptica a 600 nm (una DO600 = 0,1 corresponde a aproximadamente a 2×10
7 UFC/ml) o 
alternativamente realizando un recuento de viables como se indica en la Sección 2.1.3. 
Medio TY 
Para el caso de Ensifer meliloti 2011 salvaje y mutantes, los cultivos se incubaron a 28 °C con 
agitación (180 rpm). Para el crecimiento se utilizó medio rico TY (Beringer 1974) (CaCl2
.2H2O, 
0,9 g/l; triptona, 5 g/l; extracto de levadura, 3 g/l; agar (para medio sólido), 15 g/l) y medios 
mínimos GS o Evans que se describen más abajo.  
La estimación del número de bacterias se realizó por mediciones de DO600 (utilizando la 
relación de que una DO600 = 0.1 corresponde a aproximadamente 1×10
8 UFC/ml) o 
alternativamente realizando un recuento de viables como se indica en la Sección 2.1.3. 
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Medio mínimo GS 
Para evaluar el comportamiento de E. meliloti 2011 y mutantes a pH=7,0 y pH=5,6 en se 
utilizó medio mínimo GS (Del Papa et al. 1999) cuya composición es: 
 
Compuesto Concentración 
Sacarosa 10 g/l 
Glutamato de sodio               0,5 g/l 
MgSO4
.7H2O                             1 mM 
CaCl2
.H2O                                  1 mM 
KH2PO4                150 M 
K2HPO4
.3H2O                       150 M 
Na2SO4                 700 M 
H3BO3          48 M 
MnSO4 
. 7H2O                          10 M 
ZnSO4
. 7H2O                               1 M 
CuSO4. 5H2O                           0,5 M 
CoCl2.6H2O                              0,5 M 
Na2MoO4 
. 2H2O                  1,75 M 
FeCl3 . 6 H2O                              1 M 
Tiamina       2,95 M  
Ácido pantoténico                     4,2     M  
Biotina        0,082 M  
 
Alternativamente, se adicionó al medio buffer biológico PIPES (piperazina-1,4-bis(2-ácido 
etansulfónico, 20mM), MES (2-(N-morfolino) ácido etansulfónico, 20mM) para equilibrar el 
mismo a un pH=7,0 o pH=5,60, respectivamente. 
La estimación del número de bacterias se realizó por mediciones de DO600 (utilizando la 
relación de que una DO600 = 0.1 corresponde a aproximadamente 1×10
8 UFC/ml) o 
alternativamente realizando un recuento de viables como se indica en la Sección 2.1.3. 
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Medio mínimo Evans 
El medio mínimo Evans (Evans 1970) utilizado para los estudios de la respuesta a la 
tolerancia a la acidez (ATR) contiene: 
     Composición (g/l) del medio de cultivo Evans 
              Glucosa     10 
              PO4H2Na anhidro    0.6 
              ClNH4     0.7 
              KCl     0.3725 
              Na2SO4     0.142 
              Ac. Cítrico     0.21 
              Cl2Mg
.6H2O                 0.127 
              Sol. Micronutrientes   5 ml 
              Sol. Vitaminas    1 ml 
              Sol. Calcio    1 ml 
              H2O                       hasta 1000 ml 
 
         Soluciones de micronutrientes (gr/l)(200X) 
              FeCl3.6H2O    5.4 
              MnCl2.4H2O                 2 
              ZnO      0.412 
              CuSO4.5H2O                  0.219 
              CoCl2.6H2O     0.452 
              H3BO3     0.64 
              NaMoO4
.2H2O    0.004 
              HCl      4 ml 
              H2O                                           hasta 1000 ml. 
 
                     Solución de vitaminas (mg/l)(1000X) 
             FeSO4
.7H2O                   274 
             Riboflavina        20 
             Ac. p-aminobenzoico    20 
             Piridoxina-HCl     20 
             Tiamina-HCl                   20 
             Biotina         20 
            H2O                hasta 1000 ml 
 
                       Solución de calcio (20 mM)(1000X) 
            CaCl2.2H2O      2,94 
             H2O                hasta 1000 ml 
 
Alternativamente se utilizó PIPES, MES o HEPES (ácido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-y 
etanosulfónico) 20 mM para ajustar el pH a 7; 6,1; o 4,0; respectivamente. 
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La estimación del número de bacterias se realizó por mediciones de DO600 (utilizando la 
relación de que una DO600 = 0.1 corresponde a aproximadamente 1×10
8 UFC/ml) o 
alternativamente realizando un recuento de viables como se indica en la Sección 2.1.3. 
2.1.2. Curvas de crecimiento y utilización de antibióticos 
Las curvas de crecimiento realizadas en el screening de posibles mutantes afectados en la 
tolerancia a la acidez fueron realizadas en erlenmeyers o pocillos de placas multiwell. Para 
esta última técnica, se partió de diluciones 1:50 de cultivos previamente crecidos en medio 
GS pH=7,0. Para la medición se utilizó un lector de microplacas multifuncional (BMG 
Labtech). Las lecturas de DO600 se realizaron cada una hora. 
2.1.3. Técnica utilizada para el recuento de bacterias viables 
La técnica utilizada está adaptada de la técnica de recuento en gota (Herigstad et al. 2001). A 
partir de una muestra líquida conteniendo bacterias viables, se realizan diluciones seriadas 
1/10 en tubos tipo Eppendorf utilizando solución fisiológica o alternativamente solución de 
Fåhraeus. En placas de medio agarizado, se colocan gotas (10 l) de las diluciones realizadas. 
Se calcula la media (y su desviación estándar) del recuento de colonias que crecieron en las 
gotas. Para estimar la cantidad de UFC/ml de la muestra a evaluar, se refiere el promedio 
calculado al volumen plaqueado y a la dilución que le corresponde. Para lograr una 
significancia estadística de la técnica, se plaquean entre 6 y 10 gotas por dilución.   
2.1.4. Curvas de muerte para evaluar la respuesta de tolerancia a la acidez 
(ATR) 
Para evaluar la adaptación a la acidez de tipo ATR en las cepas estudiadas en este trabajo, a 
partir de cultivos saturados en medio Evans pH=7,0 se realizaron nuevos cultivos hasta 
alcanzar una DO600=0,2 en medio Evans pH=7,0 o pH=6,1. Alcanzada esa densidad se 
centrifugó una alícuota del cultivo a 14000g por 5 min a temperatura ambiente, se las 
resuspendió en el mismo volumen de medio Evans pH=4,0 y se las incubó a 180 rpm a 28 °C. 
A partir del momento de la resuspensión en medio ácido (tiempo cero), se extrajeron 
muestras seriadas cada hora a las que, previa dilución en medio Evans a pH 7, se les 
determinó el número de UFC/ml para seguir la cinética de muerte. Se graficó la progresión 
del logaritmo decimal del número de bacterias viables en el curso del tiempo 
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(comportamiento aproximadamente lineal). El valor del tiempo de reducción decimal de 
células viables (D) - tiempo en el que el número de células viables se reduce en un factor 10 - 
fue calculado como el módulo de la inversa de la pendiente de cada una de las rectas que 
resultan de graficar log UFC/ml vs. tiempo pos-shock ácido. La diferencia en la velocidad de 
muerte se evaluó comparando el valor absoluto de las pendiente de las rectas (1/D).  
2.1.5. Ensayos de tolerancia a metales de transición 
Para realizar los ensayos de tolerancia a metales de transición se disolvieron las sales de los 
metales en agua destilada y se las esterilizaron en autoclave. Posteriormente, a partir de 
esas soluciones stock se prepararon los medios de cultivo a utilizar ajustando la 
concentración requerida. Las placas de TY sólido fueron preparadas en el momento, 
agregando solución stock al medio de cultivo templado.  
2.2. Bases de datos y herramientas bioinformáticas utilizadas  
A lo largo de este trabajo, utilizamos bases de datos en servidores on line de libre acceso que 
nos brindaron información de genomas secuenciados, proteínas, y rutas metabólicas 
predichas. Así mismo, en el Capítulo 3 utilizamos herramientas bioinformáticas para la 
predicción y clasificación de sistemas de dos componentes presentes en E. meliloti 2011, y 
en el Capítulo 4 para avanzar en la caracterización del posible TCS SMc02366/SMc02367 en 
el mismo rizobio. En todos los casos se emplearon los parámetros establecidos por defecto, 
a no ser que se indique lo contrario. A continuación, la Tabla 2.1, muestra un resumen de 




Tabla 2. 1. Bases de datos on line y herramientas bioinformáticas utilizadas en esta tesis 
Base de datos Utilización Dirección on line Referencia en este trabajo 
Gen DB Información genomas secuenciados de rizobios. http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/CeBiTec/rhizogate/ 
Capítulos 3-4 y en discusiones 
de todos los capítulos. 
Pfam Información de familias de proteínas. http://pfam.xfam.org/ Capítulo 3 
UniProt Información de proteínas. http://www.uniprot.org/ Capítulo 5 
SMART Información de familias de proteínas. http://smart.embl-
heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1# 
Capítulos 3-4 
EggNOG Búsqueda de proteínas ortólogas. http://eggnogdb.embl.de/#/app/home Capítulo 5 
KEEG Información de genes, proteínas, metabolitos y 
vías metabólicas. 
http://www.genome.jp/kegg/ Capítulos 3-6 
Operome DB Información de operones bacterianos http://sysbio.informatics.iupui.edu/operomeDB/#/ Capítulo 4 
    
Herramienta 
bionformática 
Utilización Dirección on line Referencia en este trabajo 
BLASTP 
Búsqueda de proteínas homólogas y dominios 
conservados. 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi Capítulos 3-4 
TMHMM server 
Identificación de dominios α-hélices 
transmembrana. 
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ Capítulos 3-4 
MUSCLE Alineamiento de proteínas. https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ Capítulo 4 
SyntTax 
Exploración del grado de conservación de un 
entorno génico (sintenía). 
http://archaea.u-psud.fr/SyntTax/ Capítulo 4 
Phyre2 
Búsqueda de proteínas homólogas por modelado 





Búsqueda de proteínas homólogas por modelado 
de estructuras terciarias. 
http://raptorx.uchicago.edu/ Capítulo 4 
SwissModel 
Búsqueda de proteínas homólogas por modelado 
de estructuras terciarias. 
https://swissmodel.expasy.org/ Capítulo 4 
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2.3. Construcción de mutantes por recombinación homóloga 
simple 
Los mutantes insercionales se generaron por la introducción del plásmido  
pK19mobΩHMB (Bahlawane et al. 2008) conteniendo una región interna del gen a 
mutar en la cepa de E. meliloti 2011 salvaje. Dicha movilización se realizó utilizando la 
técnica biparental (Simon et al. 1983). La cepa donora E. coli S17-1 AB pertenece a la 
biblioteca de la Dr. Becker (anotado como S17-1.PI.G1PELR05D12 en la base de datos 
genDB). Se seleccionaron aquellos transconjugantes con la capacidad de crecer en 
placas TY suplementadas con estreptomicina 400 g/ml y neomicina 120 g/ml. Se 
verificó la correcta inserción del plásmido por PCR utilizando primers que hibriden en 
el plásmido y por fuera de la región interrumpida. Los pares de primers utilizados se 
muestran en la Tabla 2.4. 
2.3.1. Cepas bacterianas, plásmidos y primers utilizados 
En esta Sección, mostramos las cepas bacterianas y plásmidos empleados (Tabla 2.1 y 
Tabla 2.2) como así también los primers utilizados para las técnicas de biología 
molecular (Tabla 2.3). Cabe destacar que características adicionales de las cepas 
utilizadas para la búsqueda de TCS de E. meliloti 2011 asociados a estrés ácido, y en la 
caracterización funcional del TCS SMc02366/SMc02367, están detalladas en el Capítulo 
4. La conservación a largo plazo de las cepas bacterianas se realizó por congelación 
rápida de cultivos crecidos en medio TY agarizado. La biomasa celular se resuspendió 
en TY líquido suplementados con glicerol estéril a concentraciones finales del 20% (v/v) 
o 50% (v/v), según un almacenamiento destinado a -20 °C o a -80 °C respectivamente. 
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Tabla 2. 2. Cepas de colección y plásmidos utilizados en este trabajo 
Cepa Descripción Origen 
E. coli Top10 
F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ- 
Invitrogen 
E. coli DH5α recA, vlacU169, F80dlac ZDM15 
Bethesda Res. 
Lab. 
E. coli S17-1 E. coli 294 RP4-2-Tc: :Mu-Km: :Tn7 Simon 1983 
E. coli S17-1 AB 
E. coli S17-1 anotado como S17-
1.PI.G1PELR05D12 en la base de datos genDB 
Lab. Dra. Anke 
Becker 
E. meliloti 2011 wt 
E. meliloti derivado de SV47 J. Denarié 
E. meliloti 2011 GFP+ 
Cepa Eme wt conteniendo la proteína GFP bajo el 
control del promotor pnpt II en región recA -alaS 
Pistorio et al. 
2002 
 
  Plásmido Descripción Origen 
pK18mobsacB 
Plásmido suicida en E. meliloti que contiene el 




Plásmido para complementación derivado del 
pBBR-MCS5 (inducido por IPTG). 
(Khan et al. 
2008) 
pK19mobΩHMB 
Plásmido que no replica en E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 
2008) 
pGEM-T 




Tabla 2. 3. Lista de mutantes utilizada para la búsqueda de RRs implicados en la tolerancia 
a estrés. 
Locus tag/gen Descripción Referencia 
SMc00158 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc01043/ntrC Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMc01504/rsiB1 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc01593 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc02248 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMc02366 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMc04044/cpdR1 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMc03006/cheY1 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc03046/ftcR Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc04011/tacA Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc04170 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMa0206 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMa0940 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa0941 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
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Tabla 2.3. Continuación. 
Locus tag/gen Descripción Referencia 
SMa0961/rctC Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa0969 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa1138 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa1227/fixJ Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMa1550 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa1561 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa1686 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa2301 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMa2325/kpdE Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMa2327 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMb20078 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20162 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMb20219 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20468 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMb20610 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20613/dctD Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20702 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20869 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20934/exsF Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb21080 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMb21115 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 Este trabajo. 
SMb21210 Cepa derivada de  E. meliloti 2011 (Pobigaylo et al. 2006) 





Tabla 2. 4. Lista de primers utilizados en este trabajo.  
Región de hibridación Dirección Secuencia Utilización 
Referencia en este 
trabajo 
pK19mobOmHMV V Reverso ACTGATCCGTCGACCAAAGC 
Verificación de mutantes 
generados por  RHS  
Capítulo 4 
SMc00653 Directo TGATTGCTGACGGATCGGATG 
SMc01043 Directo GATCTGCCGGTTCTCGTGATG 
SMc02248 Directo CCGATCTGATGCTGCTCGATC 
SMc02366 Directo ATGGTCACCCGCATGAAGATTC 
SMc03820 Directo ACAGCTCTCCCTTTACGAAGAG 
SMc04044 Directo CCGAAGACGACAACGACATGC 
SMc04170 Directo TTGCTGTCGATATGCTGGCAG 
SMa0206 Directo ATGAAGGTTCTGATCGTCGAGG 
SMa1227 Directo AAGAGCCGGTCAGGAAGTC 
SMa2301 Directo CTTCAGGAAAGTGCAGTTGCTG 
SMa2327 Directo CAAGACCTTTGCGATGCTGAC 
SMa2325 Directo ATGACCGCAGAGCGTATCCT 
SMb20162 Directo ACAGCCTTGCCCGTTCATTC 
SMb20468 Directo GTGAGTGTGCGTATCCTCGT 
SMb21080 Directo ATGTTGTGGTGGGGGTGTAC 
SMb21115 Directo GTGATCCATGAGGTTCACGG 
SMc02365-SMc02366 
Directo AGATCGAAGCACAGGAAG Amplificar region SMc02365-




Directo TGTGATCGACGTGCATG Amplificar region SMc02366-
SMc02367 sobre cDNA Reverso ACAGGACCAGATAGAGCG 
SMc02367-SMc02368 
Directo TCATGGAGATGCACCGC Amplificar region SMc02367-
SMc02368 sobre cDNA Reverso TCGCCACCACATCGATATC 
Plásmidos suicidas y de 
expresión   
Directo GTTTTCCCAGTCACG Verificación de clonados de 
rutina (primers M13 universales) 
Capítulo 2 
(Sección2.6) Reverso CAGGAAACAGCTATG 
     
     
     




Tabla 2.4. Continuación   
Región de hibridación Dirección Secuencia Utilización 
Referencia en este 
trabajo 
SMc02366 
Directo (PCR1) AAAGAATTCCCCGCATGAAGATTCTGATTG 
Generar Eme ∆RR por la técnica 
Sukdeo y Charles (2003) 
Capítulos 4-7 
Reverso (PCR1) GCCGTCGCAGGATCCGAGGCAGACAAGCACGTCATAGGC  
SMc02366 Directo (PCR2) TGCCTCGGATCCTGCGACGGCGTGGTGACGAGAACCATGTTG 
Reverso (PCR2) AAAAAGCTTCCGGTCGTCCTTGATCATG 
PCR1 y PCR2 
Directo (PCR3) Directo (PCR1) 
Reverso (PCR3) Reverso (PCR2) 
SMc02367 Directo (PCR4) GCAGTCGATGGATCCGAGGCAGTAGCGGAACGGCTCCGAC 
Generar Eme ∆HK
1
 por la técnica 
Sukdeo y Charles (2003) 
Capítulos 4-7 
Reverso (PCR4) TGCCTCGGATCCATCGACTGCGCGATCTCCGGCAACCGC 
SMc02367 Directo (PCR5) TGCCTCGGATCCATCGACTGCGCGATCTCCGGCAACCGC 
Reverso (PCR5) AAAAAGCTTAACCATGCGAACAGCCAGG 
PCR4 y PCR5 
Directo (PCR6) Directo (PCR4) 
Reverso (PCR6) Reverso (PCR5) 
SMc02367 Directo (PCR7) Directo (PCR4) 
Generar Eme ∆HK2 por la técnica 
Sukdeo y Charles (2003) 
Capítulos 4-7 
Reverso (PCR7) GCAGTCGATGGATCCGAGGCAGATGCCGAGCGCGACCAT 
SMc02367 Directo (PCR8) Directo (PCR5) 
Reverso (PCR8) Reverso (PCR5) 
PCR7 y PCR8 
Directo (PCR9) Directo (PCR7) 
Reverso (PCR9) Reverso (PCR8) 
SMc02368 Directo (PCR10) AAAGAATTCGGAAGCGATCGAGCGGTC 
Generar Eme ∆glnE por la 









PCR10 y PCR11 






Complementacion Eme ∆RR Capítulo 4 
Reverso TTTTGGATCCTCATGCGTCCGTGGTCCG 
SMc02367 
Directo TTTTAAGCTTTGAAGGAGGAACGGACGCATGAGCAGGATC  
Complementacion Eme ∆HK1 Capítulo 4 
Reverso TTTTGGATCCTCAGGTCGCAACCGCCGGG 
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2.4. Transferencia de ADN foráneo 
La incorporación de moléculas de ADN foráneo en células de E. coli se realizó por electro-
transformación (electroporación). La transferencia de ADN entre E. coli y E. meliloti se realizó 
por conjugación biparental. 
2.4.1. Transformación por electroporación 
La preparación de células de electrocompetentes se llevó a cabo por la técnica de Tung y 
Chow (Tung y Chow 1995). Se inocularon 100 ml de medio LB con 1 ml de un cultivo 
saturado durante 24 horas a 37 °C y con vigorosa agitación. Cuando la DO600 del cultivo llegó 
a un valor cercano a 0,6 el cultivo se enfrió en hielo durante 15 min. De aquí en adelante 
todo el procedimiento se realizó en frío. Las células se centrifugaron a 4.000xg por 15 min a 
4 °C y se lavaron 2 veces con 200 ml de glicerol 10%. Finalmente, las células se 
resuspendieron suavemente en 0,5 ml de 10% glicerol en agua bidestilada y se fraccionaron 
en alícuotas de a 100 µl.  
La electrotransformación fue llevada a cabo usando un equipo Gene Pulser (BioRad) en 
cubetas de 0,1 ml en condiciones de 25 μF, 200Ω, 2,5 kV para cepas de E. coli o de 25 μF, 
200Ω, 21 kV para cepas de E. meliloti. Luego de la electrotransformación se adicionó 
inmediatamente 1 ml de medio rico y se incubó por 1 hora a la temperatura óptima de 
crecimiento de la cepa en cuestión para permitir la expresión de fenotipos de resistencia a 
antibióticos que se hayan incorporado en la transformación. Finalmente las células se 
plaquearon en medio rico selectivo y se incubaron 24-48 hs.  
2.4.2. Conjugación 
Las conjugaciones fueron realizadas según Simon et al. (Simon, 1983). A partir de 0,7 ml de 
un cultivo de la cepa donadora (en general cepas de E. coli S17-1  portadoras del plásmido a 
transferir) con una DO600 = 0,4 - 0,5, se le agregaron 0,7 ml de un cultivo de igual densidad 
óptica de la cepa aceptora (en nuestro caso E. meliloti salvaje o mutantes). La mezcla se 
centrifugó a 2400 rpm por 8 minutos y el pellet se resuspendió suavemente en 
aproximadamente 50 µl de medio TY líquido. Una gota de la suspensión bacteriana se colocó 
en una caja con medio TY sólido. La incubación se realizó a 28 °C durante toda la noche. La 
totalidad del crecimiento bacteriano fue resuspendido en medio TY líquido y plaqueado en 
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medio TY suplementado con los antibióticos adecuados. En todos los casos se incluyeron 
controles con la cepa donadora y la cepa receptora procesadas por separado.  
2.5. Construcción de mutantes delecionales 
Para construir mutantes delecionales sin la modificación del marco de lectura de genes 
contiguos y sin la incorporación de genes de resistencia a antibióticos, se llevó a cabo la 
estrategia de crossing PCR descripta por Horton y colaboradores (Horton et al. 1989) y 
posteriormente utilizada por Sukdeo y colaboradores para E. meliloti (Sukdeo y Charles 
2003). Esta metodología, que describe a continuación y que se esquematiza en la Figura 1.1, 
fue la utilizada para generar los mutantes Eme ∆RR, Eme ∆HK1, Eme ∆HK1, Eme ∆RR∆HK Eme 
∆glnE. 
La técnica consiste en la inserción de un plásmido por recombinación homóloga simple (RHS) 
en un región interna del gen a mutar y posteriormente lograra una resolución del co-
integrado de tal manera que genere una deleción interna del gen en cuestión. 
Para llevar a cabo esta estrategia, es necesario generar un oligómero sintético (segmento a 
clonar, Figura 1.1)  que contenga las regiones inicial y final del gen a mutar (regiones 1 y 2 en 
la Figura 1.1) utilizando tres PCRs: 2 que amplifiquen las regiones de los extremos (PCR1 y 
PCR2, Figura 1,1) y una tercera que, por complementación de bases de los productos de las 
PCRs anteriores, genere el oligómero sintético (PCR3, Figura 1.1).   
Para realizar estas PCR los primers B y C (Figura 2.1) se diseñan de modo tal que los extremos 
5´posean 21 pares de bases de extras complementarios entre sí. Los  primers A y D fueron 
sintetizados con el agregado de sitios de corte de enzimas de restricción en sus extremos 5´.  
El segmento así construido se clonó en el vector pK18mobsacB (Schafer et al. 1994) y se 
introdujo en una cepa de E. coli S-17 por electrotransformación, y en una cepa de E. meliloti 
por conjugación biparental. La intregación por RHS del vector en el gen a mutar se confirmó 
por colony PCR realizada en aquellas bacterias que crecieron en medio rico TY con neomicina 
(marcador de selección positiva que contiene pK18mobsacB).  
La formación del co-integrado resulta en la expresión del gen sacB,  que codifica para la 
enzima levansacarasa encargada de sintetizar polímeros de fructosa tóxicos para muchas 
bacterias (Pelicic et al. 1996), incluida E. meliloti. Como estos polímeros son sintetizados a 
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partir de sacarosa como sustrato, el agregado de este disacárido a un cultivo bacteriano que 
esté expresando la levansacarasa, resulta en lisis celular. En nuestro caso, se utilizó sacarosa 
al 15% en medio TY. 
Cierta proporción de los mutantes RHS pueden evadir la presión de selección impuesta 
resolviendo el cointegrado y restaurando la capacidad de crecer en sacarosa. En la mayoría 
de los casos, el cultivo que creció en un medio TY conteniendo sacarosa, estará enriquecido 
en células mutantes que han delecionado la región interna del gen a mutar (mutantes 
delecionales, o “limpios”).  
2.6. Restauración de la mutación por complementación  
Las mutaciones delecionales de los genes que componen el TCS SMc02366/SMc02367 
fueron restauradas por la introducción del vector pSRKGm (Khan et al. 2008) conteniendo 
los genes intactos clonados. Alternativamente, los ensayos para evaluar la restauración del 
fenotipo fueron realizados con y sin el agregado de IPTG como inductor (100 M). Cuando se 
 
Figura 2. 1. Esquema ilustrativo de la técnica de crossover PCR.  
Con esta estrategia se genera un segmento que posee las secuencias inicial y final de un 
gen a partir de la PCR3 usando las PCR1 y PCR2 como molde. En rosa se indica el fragmento 
extra de 21 nucleótidos agregado para dicha unión. 
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cultivaron cepas de E. meliloti que contenía este plásmido en medio mínimo GS, la 
concentración utilizada de gentamicina fue de 10 g/ml. 
2.7. Construcciones genéticas y manipulación de ADN 
Las metodologías generales de ingeniería genética se realizaron según Sambrook et al. 
(Sambrook et al. 1989). 
2.7.1. Preparaciones de ADN plasmídico 
Las preparaciones de ADN plasmídico se realizaron por el método de lisis alcalina (Sambrook 
et al. 1989) a mini escala (miniprep) y el ADN fue purificado utilizando un protocolo basado 
en unión a sílica (SiO2) (Rappleye 2004). En la lisis alcalina, luego de la precipitación con 
acetato de potasio 3M pH=5,4, se recoge el sobrenadante y a este se le agrega la cantidad 
apropiada de sílica (capacidad de unión de aprox. 200 ng de ADN/µl de suspensión). Se 
centrifuga 10 segundos a máxima velocidad y se lava tres veces con 500 µl solución de 
lavado (50 mM NaCl, 10 mM Tris 7,5, 2,5 mM EDTA, 50% etanol). Se centrifuga a máxima 
velocidad y se seca el precipitado al aire. Para la elución se agrega el volumen deseado de 
agua de calidad adecuada y se incuba 5 minutos a 60 °C. Se centrifuga y se guarda el 
sobrenadante. 
Alternativamente, se utilizó el kit comercial AccuPrep Plasmid MiniPrep DNA Extraction 
(BIONEER). 
2.7.2. Purificación de bandas de gel de agarosa 
La recuperación de ADN a partir de bandas de gel de agarosa se realizó utilizando el método 
basado en unión a sílica, con las siguientes modificaciones. La banda a recuperar se cortó 
con un bisturí y se colocó en un tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml. Para disolver la agarosa, se 
agregó NaI 6M en una proporción de 3 veces el peso del gel (Aproximando la densidad de la 
solución NaI 6M como 1 g/ml). Luego se incubó a 65 °C hasta disolución completa de la 
agarosa y se agregó 1/10 volúmenes de acetato de sodio 3M pH=5. A posteriori, se agregó el 
volumen apropiado de suspensión de sílica (capacidad de unión de 200 ng de ADN/µl de 
suspensión, aproximadamente). Se centrifugó 10 segundos a máxima velocidad y se lavó tres 
veces con 500 µl solución de lavado. Luego, se centrifugó a máxima velocidad y se secó el 
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precipitado al aire. Para la elución se agrega el volumen deseado de agua de calidad para 
biología molecular. Se incuba 5 minutos a 60 °C. Se centrifuga y se guarda el sobrenadante. 
Alternativamente, se utilizó el kit comercial AccuPrep Gel Purification (BIONEER) 
2.7.3. Determinación de concentraciones de ADN 
Para determinar la concentración y calidad de las preparaciones de ADN se midió la 
absorbancia a 260 y 280 nm. Para ello se utilizó un espectrofotómetro Nanodrop ND1000 
(Nanodrop Technologies) según las especificaciones del fabricante. 
2.7.4. Electroforesis en geles de agarosa 
La verificación de las preparaciones de ADN y la separación de fragmentos de restricción se 
llevó a cabo mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa de concentración entre 
0,8% y 1,5% en tampón TBE (Tris 89 mM, EDTANa2 2,5 mM, H3BO3 89 mM, pH 8,2). Para la 
visualización del ADN, los geles de agarosa se prepararon con bromuro de etidio (0,5 μg/ml). 
El voltaje de trabajo se varió entre 5 y 12 volts/cm según los tamaños a separar. Como 
solución de carga se utilizó sacarosa 40% y azul de bromofenol 0,25% en una relación 5 μl 
solución de ADN/1 μl solución de carga. 
La presencia de bandas de ADN se observó con luz UV de 260 nm en un transiluminador. El 
registro de los geles se realizó por fotografía con una cámara digital. El tamaño de los 
fragmentos de restricción se determinó por interpolación gráfica en curvas de calibración en 
las que se representó el logaritmo del peso molecular de los fragmentos de ADN frente a la 
movilidad relativa de los mismos. Como patrón se empleó ADN del fago lambda digerido con 
la endonucleasa de restricción HindIII y marcadores de peso molecular comerciales.  
2.7.5. Tratamientos enzimáticos del ADN 
Las digestiones con enzimas de restricción, se realizaron en las condiciones óptimas para las 
enzimas, siguiendo las indicaciones de temperatura y tampón indicadas por los proveedores 
comerciales (Fermentas, PROMEGA, Invitrogen), y las recomendaciones descritas por 
Sambrook y colaboradores (Sambrook et al. 1989). 
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2.8. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y síntesis de ADN 
complementario (ADNc) 
2.8.1. PCR y oligonucleótidos utilizados  
Los ensayos de PCR fueron realizados en ciclador Bioer Thermal Cycler o similar. La 
composición final de las mezclas fue: 1x buffer Tris-HCl; 200 μM dNTPS; 0,5 μM de cada 
cebador y 1 U de Taq polimerasa (Embiotec, Argentina). El contenido MgCl2 se lo ajustó para 
cada reacción en particular. 
2.8.2. Extracción de ARN  
La obtención de ARN total bacteriano fue realizada utilizando una extracción de 
fenol/isotiocianato de gunidinio comercial (Trizol, Promega) y cloroformo como indica el 
fabricante. La precipitación del ARN extraído se precipitó con isopropanol y se midió la 
concentración del mismo por absorbancia (Nanodrop Technologies). Luego, la muestra fue 
tratada con una nucleasa específica de ADN para eliminar ese contamintante (DNAsa I, 
promega). El tratamiento se efectuó por 30 min a 37 °C y la cantidad de enzima utilizada fue 
1 U/g de ARN. La nucleasa de ADN fue inactivada a 65°C luego del agregado de ácido 
etilendiaminatretraacético (EDTA) en una concentración de 50 mM. 
2.8.3. Síntesis de ADN complementario 
Para la síntesis de ADN complementario se utilizó la retrotranscriptasa comercial M-MLV 
(Embiotec, Argentina) y se siguió el protocolo de uso del fabricante. Se partió de 1 g de 
ARN total y se utilizó random primers (cebadores al azar) para lograr la síntesis de la hebra 
complementaria. En primer lugar se preincubó el ARN, los primers y los dNTPs (Embiotec, 
Argentina) 5 min a 65 C. Luego se agregó la enzima y se sintetizó la hebra complementaria 
1h a 42°C. 
2.9. Visualización de lipopolisacáridos de membrana 
2.9.1. Extracción de lipopolisacáridos de membrana 
Para la extracción de lipopolisacáridos (LPS) de membrana de E. meliloti, en primera 
instancia se resuspendió aproximadamente una masa celular correspondiente a media placa 
de Petri de un cultivo previo de 48 hs del rizobio en 100 μl de buffer EDTA-trieltilamina 
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(NaEDTA 100mM, pH=7,0 preparado en etrietilamina). A esa suspensión densa, se la incubó 
con agitación por 25-30 minutos a temperatura ambiente y se la centrifugó a 10 min a 
7.000xg. Se recuperó el sobrenadante, se le adicionó resina Affi-prepPolimyxinsupport 
(BioRad) y se lo incubó por al menos 30 minutos con agitación suave. Luego, se dejó 
decantar la resina que contiene LPS y se descartó el sobrenadante. Por último la resina se 
lavó dos veces con 200μl de buffer fosfato LPS (KH2PO4 100mM, NaCl 150 mM) realizando 
ciclos de agitación manual centrifugación a 6.000xg por 3min. Los LPS adsorbidos a la resina 
se guardaron a -20°C hasta su utilización. 
2.9.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida 
Para visualizar los LPS, se realizaron corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida 
preparados igual que la indicada para geles de proteínas (Sección 2.10.3). La muestra se 
descongeló y se la resuspendió en 80 μl de buffer Laemmli 1X (Sección 2.10.3). 
Posteriormente, se la hirvió por 5 minutos y se la sonicó en sonicador de baño por 15 
minutos. Luego se la centrifugó a 8000 xg por 5 minutos y se sembró en un gel 20 μl de la 
muestra para realizar la corrida electroforética (130 Volts por 1 hs). 
El revelado se llevó a cabo luego de incubar los geles toda la noche con solución fijadora de 
LPS (etanol 40%, ácido acético 5% en agua bidestilada) y lavándolos dos veces con agua 
bidestilada. En primera instancia se trataron los geles con ácido periódico 0,7% por 10 
minutos y se retiró el reactivo lavándolos con agua bidestilada 5 veces por 5 minutos cada 
vez.  Posteriormente, se retiró el agua y se les adicionó solución de plata (BioRad) al 10% 
preparada en el momento con agua bidestilada.  Se incubó los geles por 20 minutos. Se 
retiró el reactivo y se lavaron los geles con agua bidestilada 5 veces por 5 minutos cada vez. 
Por último, se incubaron los geles con el desarrollador (BioRad) preparado en el momento 
en una concentración 1,5% p/v hasta aparición de las bandas de color marrón. Se descartó el 
desarrollador, se lavaron los geles con agua bidestilada y detuvo la reacción con solución 
ácido acético al 5%. 
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2.10. Técnicas utilizadas para los análisis proteómicos 
2.10.1. Extracción de proteínas totales  
Para comenzar, se centrifugaron 250 ml de cultivos que poseían un DO600= 0,5 a 10.000xg 
por 30 min a 4°C, y se realizaron dos ciclos de resuspensión y centrifugación en 30 ml de 
solución buffer LS (Low Salt: KCl, 3 mM; NaH2PO4, 9 mM; KH2PO4, 1,5 mM; NaCl, 68 mM). Los 
pellets secos así obtenidos se resupendieron en 6,5 ml de buffer TRIS pH=7,6 y se les agregó 
6,5 l del inhibidor de proteasas PMSF (0,25M). Se procedió a la ruptura de las células 
colocando las muestras en viales conteniendo 500 mg de esferas de vidrio (1 mm) y 
aplicando 4 pulsos por 20 seg a velocidad 5500 en un homogenizador de alta potencia 
(Precellys, Bertin). Posteriormente, se separaron las esferas y los restos celulares 
centrifugando los tubos a 10.000xg por 20 min a 4°C y se recuperaron los sobrenadantes. Se 
procedió a la degradación de ácidos nucleicos adicionando 1 l de DNAsa y 4 l de RNAsa 
(10 mg/ml) por cada 5 ml de muestra e incubándolas 1 hs a 37°C. Las muestras se 
conservaron a 4°C. 
2.10.2. Fraccionamiento subcelular para separar proteínas citosólicas y de 
membrana 
Para separar las proteínas solubles de aquellas asociadas a membranas, realizamos una 
ultracentrifugación a 100.000xg por 2hs a 4°C (ultracentrífuga Beckman Coulter, rotor 
basculante SW 41 Ti). Las proteínas citosólicas (sorbrenadante) se precipitaron a 10.000xg 30 
min a 4°C previa incubación por 24 hs con 4 volúmenes de acetona fría. Estas proteínas y las 
proteínas de membrana (precipitados de la ultracentrifugación) se resuspendieron en un 
buffer de rehidratación (urea, 7M; tiourea, 2M; isopropanol, 10%; Tritón X100, 2%). Los 
preparados se conservaron a -80%.  
2.10.3. Análisis de proteínas mediante geles de poliacrilamida discontinuos 
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 
Para evaluar la calidad de las proteínas, se realizaron ensayos electroforesis de geles de 
poliacrilamida 13% en condiciones desnaturalizantes (13% SDS-PAGE). Los geles de 
apilamiento se prepararon con 5% de poliacrilamida en Tris -HCl a pH= 6,8, mientras que los 
de separación se hicieron con 12,5% de poliacrilamida en Tris-HCl a pH= 8,8. En las calles del 
gel se sembraron 20 μl de muestra previamente preparadas en buffer Laemmli 4X (278 mM 
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Tris-HCl pH=6,8; glicerol 40% v/v; SDS 4,4%; azul bromofenol 0,02%). Las corridas se llevaron 
a cabo durante 30 a 60 minutos en equipos Miniprotean II (BioRad) a 100 - 120 volts. Las 
proteínas en el gel fueron visualizadas por tinción con Azul Coomassie (metanol 50% v/v, 
ácido acético 5% v/v, Coomassie Brilliant Blue R2500, 1% p/v). Los geles se incubaron con la 
solución colorante a temperatura ambiente durante 12 horas aproximadamente. Luego 
fueron desteñidos mediante una serie de lavados sucesivos con solución decolorante 
(metanol 50% v/v, ácido acético 5% v/v). El registro digital se realizó sobre un 
transiluminador con luz blanca. 
2.10.4. Cuantificación, reducción, alquilación y precipitación de las proteínas 
Para la identificación de proteínas por LC/MS-MS es necesario reducir las proteínas y 
alquilarlas.  
En una primera etapa se cuantificaron las proteínas por la técnica de Bradford (Bradford, 
1976). Para esta técnica, se empleó un reactivo comercial (Bio- Rad Protein Assay), siguiendo 
el protocolo del fabricante para la técnica medida en microplaca y utilizando como estándar 
seroalbúmina bovina (BSA), de concentración 10mg/ml, para confeccionar la curva de 
calibración. Las medidas de absorbancia a 595 nm se realizaron en un lector de microplaca. 
Posteriormente, se diluyeron las muestras en buffer TRIS para continuar el protocolo 
utilizando aproximadamente 50 g de proteínas totales. La reducción se realizó incubando 
las muestras con DTT (ditiotreitrol) 45min a 56°C en una concentración final del mismo de 10 
mM. La alquilación se realizó con iodoacetamida en una concentración final de 20 mM, e 
incubando la muestra 45 min a temperatura ambiente. Por último, las proteínas se 
precipitaron con el agregado de 0,2 volúmenes de TCA (ácido tricloroacético), posterior 
incubación a -20°C por dos horas, y centrifugación a máxima velocidad por 10 min. El pellet 
se lavó tres veces con acetona fría para remover el TCA realizando pasos de resuspensión y 
centrifugación cada vez. Se retiró la acetona remanente por evaporación a temperatura 
ambiente. Las proteínas así obtenidas se pueden guardar a -80°C. 
2.10.5. Identificación de proteínas por LC/MS-MS 
Las proteínas se resuspendieron en bicarbonato de amonio 50 mM pH=8 y se realizó una 
digestión de las mismas con tripsina (Promega V5111). Luego de purificarlos y desalarlos con 
columnas ZipTip C18 (Milipore), los péptidos se analizaron en un espectrómetro QExactive 
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(Thermo Scientific) acoplado a un nanoHPLC EASY-nLC 1000 (Thermo Scientific). En cada 
corrida se inyectaron 2 l de muestra (aproximadamente 1 g de péptidos) y se utilizó una 
columna en fase reversa para la elusión de los mismos (C18, 2 m, 100A, 50 m x 150 mm) 
Easy-Spray Column PepMap RSLC (P/N ES 801). Se utilizó un flujo de 3x10-4 ml x min-1  y la 
polaridad del solvente varió de 7% (5 min) a 35% del solvente B (120min). El solvente A 
consistió en ácido fórmico 0,1% en agua y el B en ácido fórmico 0,1% en acetonitrilo.  
El espectrómetro Q-Exactive contiene una fuente de ionización por electrospray una celda 
de colisión HCD, y un analizador orbitrap. Se utilizaron 3,5 kilovolts para ionizar los péptidos 
y se realizó un escaneo en el rango 400-1800 masa/carga a unas resolución de 70.000 a 400 
masa/carga. En cada ciclo, se identificaron en el analizador 12 iones más intensos, previa 
fragmentación en la celda de colisión.  
2.10.6. Análisis de los datos  
La información obtenida del espectrómetro Q-Exactive se procesó utilizando el programa 
Proteome Discoverer 2.1.1.21 (Thermo Scientific) y se asociaron los hits con la base de datos 
UniProt (http://www.uniprot.org/). 
2.11. Técnicas utilizadas para los análisis metabolómicos 
2.11.1. Obtención y tratamiento de las células 
Las células se obtuvieron centrifugando 200 ml en tubos Falcon de 50 ml a 10.000 xg por 2 
min, retirando el sobrenadante y congelándolas rápidamente en nitrógeno líquido para 
detener el metabolismo. Posteriormente, las células se liofilizaron por 6 hs (liofilizador 
Telstar Lyoquest).  
2.11.2. Ruptura de las células y derivatización de los metabolitos 
Las células liofilizadas se pesaron en balanza analítica para y se colocó entre 5-8 mg de 
células liofilizadas en tubos de 1,5 ml de tapa roscada conteniendo 0,5 g de esferas de vidrio 
de 0,5 mm. Se les agregó 1 ml de metanol (80%) en agua conteniendo 100 M de ribitol 
(estándar interno). La ruptura de las células se realizó con 3 pulsos de 45 seg a 6500 de 
velocidad en un homogenizador de alta potencia (Precellys, Bertin). Posteriormente se 
centrifugaron a 16000 xg por 20 min a temperatura ambiente para recuperar el 
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sobrenadante. Las muestras se evaporaron por corriente de nitrógeno gaseoso usando un 
Reacti-Therm (Thermo Scientific) a 37°C en viales de vidrio adecuados. La derivatización de 
los metabolitos se realizó en el mismo equipo y a la misma temperatura, con la adición de 50 
l de metoxilamina (MeOX) disuelta en piridina (20 mg/ml) y 50 l de MTSFA (N-metil-N-
trimetilsilil-trifluoroacetamida). El tiempo de incubación para estas reacciones fue de 90 min 
y 30 min respectivamente, y la adición de los reactivos fue secuencial. 
La derivatización es una técnica utilizada en el campo de la química analítica que consiste en 
la modificación covalente de los compuestos para que sea factible su identificación por 
técnicas cromatográficas. (Azizan et al. 2012). Las modificaciones covalentes que 
experimentan los metabolitos, se ejemplifican en la Figura 2.2 con una molécula de glucosa. 
Por último, las muestras se recuperaron con pipetas tipo Pasteur de vidrio y se colocaron en 
viales utilizados por el espectrómetro de masas. 
 
 
Figura 2. 2. Derivatización con metoxilamina y MSTFA.  
Utilizando de la glucosa a modo de ejemplo, el esquema muestra las modificaciones 
covalentes que experimentan los metabolitos en la derivatiación. La derivatización 
consistió en la reacción de grupos ceto con metoxilamina (MEOX) en primera instancia, y 
posteriormente en el agregado de grupos trimetilsilil (TMS) en los oxidrilos por  N-metil-N-
trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA). Modificado de Heim et al. (2013). 
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2.11.3. Identificación de los metabolitos por GS/MS-MS 
La identificación de los metabolitos se realizó en un cromatógrafo de gases Trace GC 
acoplado a un espectrómetro de trampa de iones PolarisQ y equipado con un sistema de 
inyección automática AS2000 (Thermo Scientific). Los metabolitos derivatizados se 
evaporaron a 250°C en modo splitless y fueron separados en una columna capilar RTX-5MS 
con 0,25 de coating equipada de una columna de guarda de 10m (Restek, Alemania). El flujo 
de gas de helio se ajustó a 1ml/min y las temperaturas de interfase y de la fuente de iones a 
250°C y 220°C, respectivamente. La temperatura del horno se mantuvo constante a 80°C por 
3 min y luego llegó a 325°C a una velocidad de 5°C/min. Los espectros de masas se 
registraron en un rango de 50-750 masa/carga. Los metabolitos se identificaron realizando 
una comparación entre los tiempos de retención y los valores masa/carga de ellos con los 
registrados previamente en los  estándares de referencia (Tabla 2.4). Las áreas de los picos 
de los metabolitos se obtuvieron por integración automática de los mismos automatizada 
con el software Xcalibur 1.4 (Thermo Scientific). Esos valores se normalizaron por el área del 
ribitol (estándar interno) y luego por la masa de células de la muestra correspondiente. 
Tabla 2. 5 Lista de metabolitos utilizados como estándares de referencia en el análisis GC-MS/MS 
realizado en células de E. meliloti 2011. 







Lactato Alanina Glicerol Urea Mio-inositol 
Piruvato Valina Succinato Etanolamina Mioinositol-P 
β-aminoisobutirato Leucina Sacarosa Uracilo Pinitol 
Malonato Isoleucina Celobiosa N-acetilglucosamina  
Fumarato Prolina Maltosa adenosina  
Glicerato Norleucina Trehalosa Espermidina  
Siquimato Serina Melobiosa Timina  
2-isopropilmalato Treonina Xilosa Citosina  
2-cetoglutarato S-metilcisteína Arabinosa   
2-hidroxiglutarato β-Alanina Glicerol-3-P   
Fosfoenolpiruvato Homoserina Fructosa-6-P   
Gluconato Glutamina Glucosa-6-P   
Ácido glucurónico ɣ-aminobutirato Ramnosa   
Ácido pantoténico L-Aspartato Ribosa   
2-metilcitrato Cisteína Fructosa   
2-cetocaproato Fenilalanina Galactosa   
 Homocisteína Glucosa   
 Glutamato Manitol   
 Metionina Eritrosa-4-P   
 Hidroxiprolina Ribosa-5-P   
 Asparagina Ribulosa-5-P   
 Histidina Fructosa-6-P   
 Lisina Gluconolactona   
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Tabla 2.5. Continuación. 







 Adenina Dihidroxiacetona-P   
 Cistina Isocitrato   
 Tirosina Glicerato-2-P   
 Triptofano Glicerato-3-P   
 Arginina Citrato   
 L-cistationina Cis-aconitato   
 1-metil-L-
histidina. 
Malato   
 2-Aminoadipato    
 Ornitina, citrulina, 
arginina. 
   
 
2.11.4. Análisis estadístico y cuantificación diferencial de metabolitos  
Una vez obtenido las intensidades de los metabolitos evaluados mediante el programa 
Xcalibur y luego de normalizar los valores, procedimos al análisis estadístico global de los 
datos y a la cuantificación diferencial de los metabolitos.  Estos análisis los realizamos en el 
programa on line Metaboanalyst (http://www.metaboanalyst.ca/faces/home.xhtml).  
2.12. Ensayos en plantas 
2.12.1. Esterilización y germinación de semillas 
En los distintos experimentos se utilizó Medicago sativa (alfalfa) cultivar Super Monarca 
como planta huésped. Las semillas fueron en primer lugar desgrasadas por inmersión en 
etanol 96% durante 30 segundos. Transcurrido este tiempo se descartó el etanol y se trató a 
las semillas con solución  20% (V/V) de lavandina comercial (60 g/l) durante 15 minutos. A 
continuación las semillas se lavaron 8-10 veces con abundante agua estéril. A continuación, 
se extendieron en condiciones asépticas sobre placas de Petri con agar agua 1,5% (P/V), y se 
dejaron finalmente en oscuridad a 22 °C por 30 hs para la germinación. Se realizaron 
controles del procedimiento de esterilización depositando semillas escogidas al azar sobre 
placas de TY. 
2.12.2. Condiciones de cultivo de las plantas 
El crecimiento de las plantas fue realizado en cajas plásticas cuadradas conteniendo solución 
de Fåhraeus solidificado con agar al 15% en condiciones de esterilidad para la realización de 
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ensayos tales como: el análisis de la competición por la adhesión a raíz y por la nodulación 
(Secciones 2.11.3 y 2.11.4), para evaluar la cinética de nodulación (Sección 2.11.5), la 
obtención de bacterias viables de nódulos (Sección 2.11.8), o en observación de los nódulos 
por microscopía confocal (Sección 2.15.3). Para la determinación de peso seco en ensayos de 
nodulación (Sección 2.11.7) los experimentos fueron realizados en vasos plásticos en 
condiciones asépticas. 
Todos los ensayos fueron realizados en una cámara de cultivo con un fotoperiodo de 16/8 hs 
luz/oscuridad, 25/18 °C de temperatura (día/noche), y 50% de humedad relativa. En el caso 
del cultivo en vasos plásticos, el riego de las plantas se realizó con intercalando agua estéril y 
solución de Fåhraeus cada 48hs aproximadamente. La solución Fåhraeus es una solución 
mineral que utilizamos para el cultivo de las plantas que no posee fuente de carbono ni de 
nitrógeno. Su composición es la siguiente: 
 
Compuesto  g/l 




.2H20 0,114  KCl 3,73 
MgSO4
.7H20 0,12  H2BO3 1,55 
Citrato férrico 0,005  SO4Mn
.H20 0,85 
KH2PO4 0,1  CuSO4
.7H2O 0,13 









2.12.3. Experimentos de competición por la adhesión a raíz de plantas de 
alfalfa 
Los experimentos de competición por la colonización de nódulos de plantas de alfalfa fueron 
realizados inoculando plantas en macetas con las cepas a ensayar (en una proporción 1:1, 
1x105 UFC/ml) y recuperando los rizobios de la raíz a los 3 dpi. Para realizar esto último, se 
tomaron las plantas inoculadas, se las introdujo en tubos tipo Falcon conteniendo solución 
de Fåhraeus estéril y se obtuvieron los rizobios unidos vorteando los tubos por 20 segundos 
a máxima velocidad.  
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Cada cepa a ensayada se co-inoculó en relación 1:1 con una cepa fluorescente verde (E. 
meliloti 2011 GFP+, Sección 2.6) que no posee diferencias en la adhesión con la cepa Eme wt. 
Como control interno del ensayo se usó la competición Eme wt/E. meliloti GFP+ que se sabe 
que no se excluyen mutuamente en la nodulación (Pistorio et al. 2002). 
La evaluación del grado de adhesión a raíz se realizó por recuento diferencial de células 
fluorescentes y no fluorescentes recuperadas de la raíz y plaqueadas en medio TY agarizado. 
Para identificar rizobios fluorescentes, se utilizó una lupa Leica MZFL III, bajo iluminación con 
una lámpara de mercurio de 480 nm de longitud de onda. Se graficó la proporción inicial de 
las cepas al inocular las plantas y la proporción de bacterias obtenidas luego de la extracción 
de la raíz.  
2.12.4. Experimentos de competición por la colonización de nódulos de 
plantas de alfalfa 
Los experimentos de competición por la colonización de nódulos fueron realizados 
inoculando puntas de raíz con inóculos conteniendo la cepa a ensayar y la cepa E. meliloti 
2011 GFP+ (Sección 2.6) y una cepa a ensayar en relación 1:1 (en el orden de 5x105 UFC/raíz). 
A los 20 dpi se recuperaron los nódulos y se trataron como se indica en la Sección 2.12.3. Los 
macerados obtenidos se plaquearon en placas TY agarizadas y la búsqueda de rizobios 
fluorescentes se realizó como se indica en la Sección 2.12.4. Se graficó el porcentaje de 
ocupación de la cepa a ensayar con respecto a E. meliloti 2011 GFP+. Como control interno 
del ensayo se usó la competición E. meliloti 2011/E. meliloti 2011 GFP+ que no se excluyen 
mutuamente en la nodulación (Pistorio et al. 2002). 
2.12.5 Análisis de la cinética de nodulación de E. meliloti 2011 y sus mutantes 
A partir de plantas inoculadas en cajas plásticas (1x106UFC/ml por punta de raíz), se registró 
la aparición de nódulos a los 10 dpi y a los 20 dpi. Para evaluar la cinética de nodulación, se 
graficó nódulos/raíz vs tiempo y se estimó la pendientes de las curvas.  
2.12.6. Ensayos de nodulación de plantas de alfalfa 
Para evaluar la capacidad de algunas cepas de nodular plantas de alfalfa se cultivaron las 
cepas en medio rico TY, se centrifugaron y resuspendieron en solución Fåhraeus (Fåhraeus 
1957) sin nitrógeno. Se diluyeron los inóculos en solución Fåhraeus hasta alcanzar una 
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concentración de aproximadamente 1x107 UFC/ml. Se inocularon las plantas con 5 ml de 
este preparado. Al momento de la inoculación, las plantas tenían 5 días. 
2.12.7. Determinación del peso seco de parte aérea de plantas 
A los 30 dpi se cortó la parte aérea de las plantas inoculadas y se las colocó en bolsas de 
papel para secarlas 72 hs a 70°C. Se evaluó la capacidad de la planta de fijar nitrógeno 
pesando las plantas en balanza analítica. Para un análisis estadístico adecuado, se utilizaron 
aproximadamente 30 plantas por condición.  
2.12.8. Reaislamiento de los rizobios a partir de nódulos de plantas de alfalfa 
Los nódulos fueron separados de la planta y esterilizados en superficie con H2O2 20% 
durante 10 min. Seguidamente, se los lavó con agua estéril 5-6 veces y se los maceró en 100 
μl de agua estéril con varillas de madera estériles en placas multi-pocillos. Se realizaron 
diluciones seriadas 1/10 con solución fisiológica y se utilizó el método de recuento en gota 
(Sección 2.1.3) para calcular las UFCs de cada macerado.  
2.13. Técnicas de microscopía 
2.13.1 Microscopía óptica 
Los nódulos provenientes de plantas crecidas durante 30 días se cortaron por la mitad y se 
fijaron en glutaraldehído al 2% en buffer fosfatos (pH=7,2-7,4) durante 2 horas a 4°C. 
Posteriormente se deshidrataron en una serie creciente de etanol (25, 50, 75 y 96%) y se 
incluyeron en resina epoxi. Los cortes semifinos fueron teñidos con azul de toluidina y 
observados en un fotomicroscopio Nikon E200 por contraste de fase en luz visible. Las 
imágenes fueron tomadas con una cámara digital (Tucsen TCC 5.0) y editadas por el software 
provisto por el fabricante. 
2.13.2 Microscopía electrónica de transmisión (MET) 
A los nódulos cortados por la mitad y fijados con glutaraldehído se les realizó una fijación 
secundaria con tetróxido de osmio 1% p/v durante una hora a 4°C y posteriormente se 
deshidrataron en una serie creciente de etanol (25, 50, 75 y 96%) y se incluyeron en resina 
epoxi. Los cortes ultrafinos (70 nm) se realizaron con un ultramicrótomo SuperNova 
Reichert- J, se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se examinaron en un 
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microscopio electrónico de transmisión JEM 1200 EX II (JEOL), ubicado en el Servicio Central 
de Microscopía de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP. 
2.13.3. Microscopía confocal en la determinación de bacteroides 
vivos/muertos 
Nódulos de 30 días provenientes de plantas crecidas en cajas plásticas se extrajeron de la 
raíz con un bisturí dejando aproximadamente 3 mm de raíz a cada lado del órgano. 
Posteriormente se los embebió en agarosa de bajo punto de fusión para no dañar el tejido y 
se obtuvieron tacos con nódulos para la diseccionar con la ayuda de un bisturí. La disección 
en secciones longitudinales de 70 m se realizó con un vibrátomo Leica VT-1000-S ajustando 
los parámentos en velocidad=8 y frecuencia=7,5. Los pequeños cortes obtenidos se 
recuperaron con un pincel y se embebieron en solución fisiológica. Para realizar la tinción, se 
retiró la solución fisiológica y se incubaron los cortes en 1 ml de solución fisiológica con 1 l 
de ioduro de propidio y de Cyto9 (LIVE/DEAD BacLight, Thermo Scientific) por 30 min a 
temperatura ambiente. Estos reactivos se comercializan sólidos y la solución stock 1000X se 
los prepara según las instrucciones provistas por el fabricante. Posteriormente, se retiraron 
los reactivos y se procedió a la visualización del tejido utilizando un microscopio confocal 
Leica TCS SP2 ajustando los LASERs a las longitudes de onda de absorción/emisión de los 
reactivos utilizados. Las fotografías se obtuvieron con la cámara provista por el microscopio 
y por el software provisto por el fabricante. 
2.16. Programas estadísticos utilizados 
Para los análisis estadísticos de los datos, en este trabajo hemos utilizado los programas 
GraphPad (figuras del Capítulo 4 y Capítulo 7), el programa Perseus (en los análisis de 
proteínas del Capítulo 5) y el paquete estadístico provisto en el programa on line 
Metaboanalyst (http://www.metaboanalyst.ca/) para el análisis estadístico univariado y 
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3.1. Introducción 
En términos generales, los genes pertenecientes a TCS se definen en base a los métodos 
empleados para la búsqueda de genes homólogos y de los criterios que se empleen para la 
inferencia de homología. Con el objetivo de realizar una búsqueda sistemática de los TCS 
presentes en el genoma de E. meliloti 2011, Hagiwara y colaboradores realizaron un trabajo 
pionero en el que buscaron, compararon y clasificaron HKs y RRs en tres especies rizobianas: 
Mesorhizobium loti, Bradyrhizobium japonicum (reclasificado como Bradyrhizobium 
diazoefficiens) y Sinorhizobium meliloti (actualmente renombrado como Ensifer meliloti) 
(Hagiwara et al. 2004). 
En la base de datos Gen DB (http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/CeBiTec/rhizogate/), se 
encuentran disponibles las secuencias nucleotídicas completas del genoma de E. meliloti. 
Esta base de datos incluye organizaciones del genoma muy bien caracterizadas y un 
conjunto útil de herramientas de búsqueda. En la misma los componentes de los TCS se 
denominan "dos componentes", "sensor quinasa", "regulador de respuesta de dos 
componentes", "probable sensor/regulador de proteínas híbridas", y "proteína del sensor de 
respuesta". Sin embargo, fueron clasificados en la lista de categorías de genes de "funciones 
reguladoras", colectivamente junto con muchos otros productos genéticos con funciones 
reguladoras que aparentemente no son relevantes para la identificación de los componentes 
de los TCS. Esta base de datos se utilizó para realizar una búsqueda de similitud aminoacídica 
utilizando el motor de búsqueda BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y las secuencias de los ORFs (Marco Abierto de Lectura, 
del inglés Open Reading Frame) predichos. Este programa realiza alineamientos locales de 
una secuencia problema contra una base de datos de genomas secuenciados con el fin de 
identificar proteínas similares (homólogas) en otros organismos. En bioinformática, la 
primera instancia en la clasificación de proteínas está relacionada con la presencia de 
dominios de proteínas. Este es el criterio que se utilizó en este capítulo para clasificar las 
proteínas de los TCS de E. meliloti 2011. 
Las bases de datos de familias de proteínas Pfam (http://pfam.xfam.org/) y SMART 
(http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1#) también se utilizaron con el 
mismo objetivo. Estas bases de datos contienen alineamientos múltiples de familias de 
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proteínas y utilizan esos alineamientos como punto de partida para alinear la proteína 
problema. Utilizamos estas estrategias bioinformáticas más robustas a fin de poner de 
manifiesto información no detectada en la búsqueda por BLAST.  
Clasificar las HKs resulta un poco más complejo. Como se hizo referencia en el Capítulo 1, 
(Sección 1.9.1) en una HK se pueden identificar dos módulos: un módulo sensor, 
hipervariable, encargado de dar inicio a la cascada de señalización; y un módulo transmisor, 
con el doble rol de autofosforilarse y transferir el grupo fosfato a el/los reguladores. El 
módulo transmisor de estas proteínas contiene el dominio HATPasa_c, donde ocurre la 
hidrólisis de ATP; y el dominio HisKA (o DHp), que contiene una histidina conservada que 
recibe el grupo fosfato de dicha hidrólisis. Parte de la bioquímica de la traducción de señales 
ocurre en estos dos dominios, lo que convierte a este módulo en una región común de las 
quinasas y por ende poco útil para agruparlas. El módulo sensor, a su vez, tampoco es útil 
para tal fin por su alto grado de diversidad de dominios y topología de membrana. También 
hemos hecho referencia a las diversas funciones que poseen las HKs en relación a las RTM 
que poseen. En este sentido, conocer la topología de las HKs puede contribuir a la predicción 
de los procesos biológicos en los que estas proteínas intervienen. En la caracterización de las 
HKs de E. meliloti se utilizó el servidor TMHMM Server 2.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) para predecir las RTM de estas proteínas. Este 
motor de búsqueda utiliza un algoritmo de tipo HMM (del inglés, Hidden Markov Model) 
para predecir regiones de hélices α que atraviesan la membrana.  
Considerando las particularidades de los TCS que hemos expuesto en la introducción de esta 
tesis y en base a los antecedentes reportados, en el presente capítulo avanzaremos en la 
identificación de los TCS presentes en E. meliloti. Comprender de modo más acabado la 
presencia, el entorno y el rol de los TCSs nos permitirá contar con un marco de referencia 
valioso para avanzar con los objetivos propuestos. 
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3.2. Resultados y discusión 
3.2.1. Identificación de HKs y RRs presentes en el genoma de Ensifer meliloti 
2011 
Utilizando métodos in silico buscamos exhaustivamente ORFs que codifican para proteínas 
de TCSs en el genoma de E. meliloti. Realizamos la comparación de las secuencias traducidas 
de estos ORFs a través del programa BLASTP con el banco de datos de proteínas 
caracterizadas (Swissprot) y además se utilizaron los programas Pfam (http://pfam.xfam.org/) 
y SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1#). El primero 
identifica proteínas similares (homólogas) realizando alineamientos locales de una secuencia 
problema contra una base de datos de genomas de otros organismos, mientras que los dos 
últimos son herramientas bioinformáticas más robustas que pueden poner de manifiesto 
información no detectada en la búsqueda por BLAST. Como resultado, se pudieron predecir 
48 HKs y 60 RRs, distribuidos de la siguiente manera: 21 HKs y 24 RRs están codificados en el 
cromosoma; 11 HKs y 17 RRs en el pSymA; 16 HKs y 19 RRs en el pSymB.  
Frecuentemente, los genes que codifican para los TCS son de naturaleza policistrónica, es 
decir, las HKs y los RRs (y a veces algunas proteínas accesorias) forman parte de un operón y 
se transcriben en un único ARN mensajero. Asignar un vínculo funcional a pares HK-RR sólo 
por la ubicación y sintenía en el genoma, es un análisis prematuro pero útil a la hora de 
realizar una primera aproximación al rol de un TCS en un organismo determinado. Por otro 
lado, la existencia de HKs o RRs codificadas de manera monocistrónica, donde no es posible 
asociar directamente las proteínas a un TCS, también es habitual. A los genes de este tipo se 
los conoce como “huérfanos” (en inglés, orphans). Utilizamos la base de datos RhizoRegNet 
(Universidad de Bielefeld, Alemania), para identificar unidades transcripcionales (operones) 
que posean genes de TCSs (http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/CeBiTec/rhizogate/) y así asociar 
HKs con RRs.  
Además, realizamos un análisis detallado de las secuencias de los productos de dichos ORFs 
usando el programa Conserved Domains (www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/c dd/wrpsb.cgi). Las 
Tablas 3.1 y 3.2 muestran las asociaciones predichas como así también los genes huérfanos 
encontrados en los tres replicones de E. meliloti (27 RRs y 20 HKs). 
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3.2.1. Histidina quinasas de E. meliloti 2011 
En esta sección avanza en la predicción in silico y la clasificación de las HKs de acuerdo a las 
características más importantes y más frecuentes: la localización (citoplasma o membrana) y 
la presencia de dominios de tipo PAS y HAMP en las regiones sensoras. La Tabla 3.1 resume 
las características analizadas y las que se detallan a continuación.  
Histidina quinasas citosólicas y de membrana presentes en E. meliloti 2011 
Una HK típica procariota está compuesta por la región sensora flanqueada por dos 
segmentos transmembrana y la región catalítica ubicada en el citoplasma, inmediatamente 
después de uno de estos segmentos (Cheung y Hendrickson, 2010). En primer lugar, el 
análisis realizado utilizando el servidor TMHMM 2.0 indicó que en E. meliloti 2011 la mayoría 
de las HKs están ancladas a membrana (33/48). De aquellas asociadas a membrana, el 31% 
poseen 2 regiones transmembrana; el 34% cruza la membrana lipídica sólo una vez; y el 
resto lo hacen 3, 4, 5, 9, 12 y 14 veces. Las HKs restantes, probablemente estén destinadas a 
sensar situaciones citoplasmáticas (13 HKs). 
Histidina quinasas híbridas en E. meliloti 2011 
Como se mencionó, en el módulo catalítico se puede distinguir dos dominios: el dominio 
donde ocurre la dimerización de los monómeros y la fosforilación de la histidina conservada 
(DHp); y el domino HATPase_c, con capacidad de unir e hidrolizar ATP.  
Las HKs más comunes contienen en la región C-terminal solamente estos dos dominios, pero 
existen variantes que contienen además en este extremo un dominio REC. Los dominios REC 
son dominios típicos de RRs (ver Sección 1.9.4.1) y su presencia en HKs constituyen versiones 
un poco más complejas de TCS, donde la fosforilación proveniente de la histidina del 
dominio HisKA no es trasmitida directamente a un dominio REC de un RR sino que es 
recibida por este tipo de dominio en la misma HK. Estas quinasas, conocidas como Histidina 
Quinasas Híbridas (HKh), son poco comunes en procariotas. En el caso particular de E. 
meliloti 2011, el 17% del total de las HKs identificadas corresponden a quinasas de este tipo. 
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Dominios PAS y HAMP en Histidina Quinasas de E. meliloti 2011 
El dominio PAS (Huang et al. 1993) se lo suele encontrar en el extremo amino terminal de 
diversas proteínas de señalización. La función per se es llevada a cabo mediante 
interacciones proteína-proteína (Lee et al. 2008), transferencia de una señal hacia otro 
dominio (Oka et al. 2008) o, como en el caso de particular de las HKs, por la percepción 
directa de algún estímulo (Taylor y Zhulin 1999). Se ha observado que en estas proteínas los 
dominios PAS abundan en regiones extracitoplasmáticas (Chang et al. 2010) aunque también 
se suelen encontrar localizados dentro del citoplasma (Gilles-Gonzalez et al. 1994).  
El dominio HAMP se encuentra no sólo en HKs sino también en otros tipos de proteínas de 
señalización como adenilciclasas, proteínas aceptoras de grupos metilos, y fosfatasas (de ahí 
su acrónimo en inglés, Histidin-kinases, Adenilil ciclases, Methyl-accepting chemotaxis 
protein and Phosphatases). Este dominio tiene un rol clave en la transferencia de la señal 
entre la región que detecta la señal (módulo sensor) y la región encargada de hidrolizar ATP 
y autofosforilarse (módulo transmisor). Los dominios HAMP consisten en dos hélices (con 
estrucutra coiled-coil) que se unen por un segmento conector con un motivo no definido. Se 
hipotetiza que en proteínas homodiméricas, como es el caso de las quinasas, esta estructura 
se organiza formando bucles de 4 hélices (Mascher et al. 2006). 
Buscamos los dominios PAS y HAMP en HKs de E. meliloti 2011 y encontramos que de las 
468 proteínas quinasas existentes, 17 poseen dominios PAS y 9 poseen dominios HAMP. 
Dentro de aquellas que tienen dominios PAS, 9 tienen solo uno y 7 tienen 2 o más (en 
tándem).   
3.2.2. Reguladores de Respuesta de E. meliloti 2011 
Los RRs se caracterizan por poseer, en el módulo receptor, dominios llamados REC donde 
ocurre la fosforilación de un aspartato. Los módulos efectores, por su parte, contienen 
dominios cuyas actividades están directamente relacionadas con el rol que cumplen estas 
proteínas en la célula.  
El análisis de dominios de los RRs de E. meliloti 2011 mostró que, salvo el RR codificado en el 
locus tag SMb20702, todos los reguladores de respuesta poseen el dominio receptor REC 
característico de este tipo de proteínas. Además, se evidenció que casi un cuarto del total de 
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los RRs identificados consisten en proteínas pequeñas (120 - 130 aminoácidos de longitud) 
que solamente están constituidas por este dominio. Por ese motivo, estas proteínas fueron 
agrupadas dentro del grupo REC.  
La mayoría de estas proteínas (78% del total) poseen además las regiones efectoras típicas 
en la región C-terminal. Los dominios presentes en estas regiones dan lugar a los distintos 
modos de acción de los RRs en la célula. Por lo general estas proteínas se unen a regiones 
específicas del ADN y actúan como factores de transcripción, aunque existen algunos que 
intervienen en diversas vías de regulación actuando como proteínas moduladoras.  
Hagiwara y colaboradores (2004) clasificaron los RRs de algunos géneros de rizobios 
teniendo en cuenta la homología estructural que comparten con reguladores ya 
caracterizados en otros organismos (Hagiwara et al. 2004). Utilizando este criterio de 
clasificación, los RRs de E. meliloti 2011 fueron agrupados en este trabajo en grupos OmpR 
(16 miembros), NarL (13), NtrC (7), PleD (4), PhyR (2), CheB (2), AmiR (1), LytR (1). Al 
observar las características generales de estos 8 grupos planteados, se destaca que la 
mayoría de las proteínas contienen un dominio receptor REC y un dominio de unión a ADN 
(grupos OmpR, NarL, NtrC y LytR) o a ARN (grupo AmiR) y dan cuenta del 64% del total de los 
reguladores. En el caso particular del grupo NtrC, las proteínas poseen además un dominio 
de unión a ATP. Los restantes grupos contienen reguladores que poseen además de un 
dominio REC, dominios con actividades no involucradas en la unión a ADN o ARN. Entre ellos 
encontramos dominios de interacción con otras proteínas regulatorias (PhyR); dominios 
diguanilato ciclasa (PleD); y dominios con actividad metilesterasa (CheB).  
La Figura 3.1 y la Tabla 3.2 expuestas a continuación, muestran la diversidad de RRs de E. 
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Figura 3. 1. Clasificación de los RRs presentes en el genoma de E. meliloti 2011. 
La figura muestra la distribución de los RRs de E. meliloti 2011. Puede observarse que los 
reguladores más abundantes son los que tienen dominios de unión a ADN. Se muestran también 
aquellos reguladores que poseen sólo dominios receptores REC, los que se unen a ADN o ARN, y 
los que contienen otras actividades enzimáticas.  
[Escriba una cita del documento o el 
resumen de un punto interesante. 
Puede situar el cuadro de texto en 
cualquier lugar del documento. Use 
la ficha Herramientas de dibujo para 
cambiar el formato del cuadro de 
texto de la cita.] 
  
Tabla 3. 1. HKs identificadas in silico o con función asignada presentes en el genoma de E. meliloti 2011. 






SMa0113 pSymA HK membrana (1) SMa0114 5 - (Garcia et al. 2010) 
SMa0204 pSymA HK citosol SMa0206 1 - - 
SMa0939 pSymA HK membrana (5) SMa0940 1 1 - 
SMa1001 pSymA HK membrana (2) - - - - 
SMa1142 pSymA HK membrana (5) - - - - 
SMa1229/fixL pSymA HKh membrana (14) SMa1227/fixJ - - (David et al. 1988) 
SMa1558 pSymA HK membrana (3) SMa1550 1 - - 
SMa2327/kpdD pSymA HK membrana (3) SMa2325/kpdE - - (Domínguez-Ferreras et al. 2009) 
SMa1684 pSymA HK citosol SMa1688 - - - 
SMa1696 pSymA HK membrana (1) - - - - 
SMa2063 pSymA HKh citosol - 1 - - 
SMb20077 pSymB HK membrana (2) SMb20078 - - - 
SMb20164 pSymB HK membrana (2) SMb20162 - - - 
SMb20218 pSymB HK membrana (2) SMb20219 - 1 - 
SMb20356 pSymB HK membrana (1) SMb20357 1 - - 
SMb20467 pSymB HK membrana (2) SMb20468 - 1 - 
SMb20609 pSymB HK membrana (1) - - 1 - 
SMb20612/dctB pSymB HK membrana (2) SMb20613/dctD - - (Ronson et al. 1987) 
SMb20721 pSymB HK membrana (1) SMb20722 - 1 - 
SMb20868 pSymB HK membrana (1) - - 1 - 
SMb20933/exsG pSymB HK membrana (3) SMb20934/exsF 2 - - 
SMb21201 pSymB HK membrana (1) SMb21200 - - - 
SMb21209 pSymB HK membrana (5) - - - - 
SMb21519 pSymB HK citosol SMb21520 - - - 
  
Tabla 3.1. Continuación 





SMb21546 pSymB HKh citosol SMb21545 - - - 
SMb21560 pSymB HK membrana (5) SMb21561 - - - 
SMb21574 pSymB HK citosol - 5 - - 
SMc00059/divJ Cromosoma HK citosol - 3 - (Pini et al. 2013) 
SMc00129/feuQ Cromosoma HK membrana (4) SMc00458/feuP - - (Griffitts et al. 2008) 
SMc00322 Cromosoma HK membrana (4) - - - - 
SMc00471/cckA Cromosoma HKh citosol - 1 - (Jacobs et al. 2003) 
SMc00776/cbrA Cromosoma HK citosol - - - (Sadowski et al. 2013) 
SMc01042/ntrB Cromosoma HK citosol SMc01043/ntrC - - (Patriarca et al. 1993) 
SMc01044/ntrY Cromosoma HK citosol SMc01045/ntrX - - (D. Wang et al. 2013) 
SMc01128 Cromosoma HK membrana (2) - - - - 
SMc01507/rsiC Cromosoma HKh membrana (2) - 3 - (Sauviac y Bruand 2014b) 
SMc01595 Cromosoma HK citosol SMc01593 2 - - 
SMc01716 Cromosoma HKh membrana (1) - 1 - - 
SMc02147/phoR Cromosoma HK membrana (2) - - 1 - 
SMc02249 Cromosoma HKh membrana (12) - 1 - - 
SMc02367 Cromosoma HK membrana (2) SMc02366 - - Este trabajo 
SMc02369  Cromosoma HK membrana (9) - 4 - - 
SMc02585/actS Cromosoma HK citosol SMc02584/actR - - (Tang et al. 2017; Tiwari et al. 1996) 
SMc02756 Cromosoma HKh membrana (1) - 1 1 - 
SMc03007/cheA Cromosoma HK membrana (1) SMc03006/cheY1 - 1 (Dogra et al. 2012) 
SMc04212 Cromosoma HK membrana (1) - 3 - - 
SMc04446/exoS Cromosoma HKh membrana (1) SMc02560/chvI - 1 (Chen et al. 2008) 
 
Referencias: pSymA,  plásmido simbiótico A; pSymB, plásmido simbiótico B; HK, Histidina Quinasa típica; HKh, Histidina Quinasa híbrida; RTM, regiones transmembrana. 
  




SMb21115 pSymB AmiR REC/ANTAR - - 
SMc03010/cheB Cromosoma CheB REC/CheB_like SMc03007/cheA (Greck et al. 1995) 
SMa1561/cheB2 pSymA CheB REC/CheB_like SMa1558 - 
SMb21545 pSymB LytR REC/LytR SMb21546 - 
SMb20468 pSymB NarL REC/LuxR_C_like SMb20467 - 
SMa1227/fixJ pSymA NarL REC/LuxR_C_like SMa1229/fixL (Akimoto et al. 2003; David et al. 1988) 
SMa0940 pSymA NarL REC/LuxR_C_like SMa0939 - 
SMa1686 pSymA NarL REC/LuxR_C_like - - 
SMb20869 pSymB NarL REC/LuxR_C_like - - 
SMa0206 pSymA NarL REC/LuxR_C_like SMa0204 - 
SMb20162 pSymB NarL REC/LuxR_C_like SMb20164 - 
SMb21520 pSymB NarL REC/LuxR_C_like SMb21519 - 
SMc02248 Cromosoma NarL REC/LuxR_C_like - - 
SMb21080 pSymB NarL REC/LuxR_C_like - - 
SMa1550 pSymA NarL REC/LuxR_C_like SMa1558 - 
SMb20078 pSymB NarL REC/LuxR_C_like SMb20077 - 
SMa0759 pSymA NarL REC/LuxR_C_like - - 
SMb20613/dctD pSymB NtrC REC/ABC_ATPasa SMb20612/dctB (Ronson et al. 1987) 
SMc01043/ntrC Cromosoma NtrC REC/ABC_ATPasa/HTH SMc01042/ntrB (Patriarca et al. 1993) 
SMc04011/tacA Cromosoma NtrC REC/ABC_ATPasa/HTH - - 
SMc02584/actR Cromosoma NtrC REC/ABC_ATPasa/HTH SMc02585/actS (Tang et al. 2017; Tiwari et al. 1996) 
SMc01045/ntrX Cromosoma NtrC REC/ABC_ATPasa/HTH SMc01044/ntrY (Wang et al. 2013) 
SMb21200 pSymB NtrC REC/ABC_ATPasa/HTH SMb21201 - 
SMa0760/fixT2 pSymA NtrC REC/ABC_ATPasa/HTH - (Foussard et al. 1997) 
SMb20610 pSymB OmpR REC/trans_reg_C SMb2069 - 
SMc01593 Cromosoma OmpR REC/trans_reg_C SMc01595 - 
SMc02366 Cromosoma OmpR REC/trans_reg_C SMc02367 Este trabajo 
Tabla 3. 2. RRs identificados in silico presentes en el genoma de E. meliloti 2011. 
 
  
Tabla 3.2. Continuación 




SMb20219 pSymB OmpR REC/trans_reg_C SMb20218 - 
SMb21210 pSymB OmpR REC/trans_reg_C SMb21219 - 
SMa1138 pSymA OmpR REC/trans_reg_C - - 
SMc03046/ftcR Cromosoma OmpR REC/trans_reg_C - (Léonard et al. 2007) 
SMa0961/rctC pSymA OmpR REC/trans_reg_C - (Nogales et al. 2013) 
SMc00654/ctrA Cromosoma OmpR REC/trans_reg_C - (Barnett et al. 2001a) 
SMa0969 pSymA OmpR REC/trans_reg_C - - 
SMa2325/kpdE pSymA OmpR REC/trans_reg_C -SMa2327/kpdD (Domínguez-Ferreras et al. 2009) 
SMc00458/feuP Cromosoma OmpR REC/trans_reg_C SMc00129/feuQ (Griffitts et al. 2008) 
SMb21561 pSymB OmpR REC/trans_reg_C SMb21560 - 
SMc02560/chvI Cromosoma OmpR REC/trans_reg_C SMc04446/exoS (Wang et al. 2010) 
SMc03820 Cromosoma OmpR REC/trans_reg_C - - 
SMb20722 pSymB OmpR REC/trans_reg_C SMb20721 - 
SMc00794/RsiB2 Cromosoma PhyR RpoE/REC - (Bastiat et al.2010) 
SMc01504/RsiB1 Cromosoma PhyR REC - (Bastiat et al. 2010) 
SMc01370/pleD Cromosoma PleD GGDEF - - 
SMc04170 Cromosoma PleD REC - - 
SMb20358 pSymB PleD HisKA/REC/GGDEF - - 
SMa2301 pSymA PleD GGDEF - - 
SMa0941 pSymA REC REC SMa0939 - 
SMc03006/cheY1 Cromosoma REC REC SMc03007/cheA (Dogra et al. 2012) 
SMb20934/exsF pSymB REC REC SMb20933/exsG - 
SMc00653 Cromosoma REC REC - - 
SMc04044/cpdR1 Cromosoma REC REC - (Kobayashi et al. 2009) 
SMc00720 Cromosoma REC REC - - 
SMc01371/divK Cromosoma REC REC - (Pini et al. 2013) 
  
 
Tabla 3.2. Continuación 




SMc01953 Cromosoma REC REC - - 
SMa1688 pSymA REC REC SMa1684 - 
SMa1139 pSymA REC REC - - 
SMc03011/cheY2 Cromosoma REC REC SMc03007/cheA (Greck et al. 1995) 
 SMa0114      pSymA           REC                        REC            SMa0113 (Garcia et al. 2010) 
SMb20357 pSymB REC REC SMb20356 - 
SMb20702 pSymB TolB trans_reg_C/TolB_N/TPR - - 
Referencias: pSym A, plásmido simbiótico A; pSymB, plásmido simbiótico B. 
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3.3. Conclusiones 
Se ha reportado que el número de proteínas involucradas en TCS es mayor tanto en 
organismos que tienen la capacidad de adaptarse a diversos ambientes y desarrollar 
distintos tipos de vida (Capra y Laub 2012b; Galperin et al. 2001; Koretke et al. 2000), como 
en los que poseen genomas de mayor tamaño. Con respecto a esta última observación, 
hemos mencionado en la Sección 1.9 que el número de TCS de organismos procariotas 
aumenta con el cuadrado del tamaño de sus genomas (Michael y Galperin 2005). En este 
contexto, podemos hipotetizar que el número elevado de HKs y RRs (48 y 60 
respectivamente) identificados en E. meliloti 2011 probablemente sea debido a : i) que es 
una de las tácticas moleculares más comunes y evolutivamente conservadas en bacterias 
para la transducción de señales intracelulares en respuesta a una gran variedad de estímulos 
externos y a los profundos cambios metabólicos que este organismo experimenta en sus 
posibles tipos de vida y ii) la posibilidad de ubicar sistemas de este tipo en un genoma que, 
por sus 6,7 Mb de tamaño, que codifican para un total de 6339 proteínas, es considerado 
grande en organismos procariotas. 
La tendencia mayoritaria tanto de las HKs localizadas en la membrana, como de RRs con 
dominios de unión a ADN, o que sólo tienen dominios REC identificados en el genoma de E. 
meliloti 2011, es consistente con lo que se observa en procariotas en general (Michael y 
Galperin 2005, 2006; Gao et al. 2007). Sin embargo, el 17% de las HKh encontradas en este 
rizobio es un poco menor que el 25% de presencia reportado en los demás procariotas (Cock 
y Whitworth 2007), indicando que la existencia de estas proteínas en E. meliloti 2011, y 
quizá en rizobios en general, es menos común. 
Al analizar la distribución de los TCS en el genoma, se puede observar que del total de los 
108 HKs y RRs predichos, 61 están codificados como genes contiguos y el resto forma parte 
de genes que codifican para proteínas húerfanas. El elevado número de proteínas huérfanas 
genera un interrogante muy grande acerca del rol que cumplen en la fisiología bacteriana, ya 
que al realizar estudios funcionales no se parte de ningún indicio que vincule una HK con un 
RR como unidad funcional. En el caso particular de Caulobacter crescentus, organismo 
modelo para estudiar la regulación del ciclo celular y la división asimétrica (Collier 2016), se 
ha demostrado que existen mecanismos de regulación del ciclo celular de que están bajo el 
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control de varias HKs y RRs huérfanos (Curtis y Brun 2010, Hung y Shapiro 2002, Iniesta et al. 
2006). En E. meliloti se han identificado proteínas homólogas a las que forman parte de la 
compleja regulación del ciclo celular en C. crecentus (CtrA, DivK, DivJ y CpdR). Sus funciones 
en este rizobio están siendo activamente estudiadas (Barnett et al. 2001b; Kobayashi et al. 
2009; Pini et al. 2013; Sadowski et al. 2013; Schallies et al. 2015). 
En referencia a los pares HK y RR que posiblemente estén formando una unidad funcional, es 
destacable que son pocos los genes anotados en bases de datos que además posean 
estudios funcionales en especies rizobianas. Por ejemplo, la acción del regulador FtcR en la 
expresión de proteínas del flagelo está demostrada en Brucella melitensis 16M (otra -
proteobacteria que también posee un estilo de vida intracelular en su respectivo huésped, y 
es filogenéticamente cercana a E. meliloti) pero el rol de su homólogo en la familia 
Rhizobiaceae aún no ha sido demostrado (Léonard et al. 2007). 
Entre los TCS más estudiados en rizobios podemos mencionar el sistema DctD/DctB, 
involucrado en la captación y utilización de ácidos dicarboxilicos de 4 carbonos (Garcia et al. 
2010); el sistema NtrX/NtrY, un TCS pleiotrópico relacionado con la producción de 
exopolisacáridos, movilidad y simbiosis ( Wang et al. 2013); el sistema FeuQ/FeuP que regula 
positivamente la expresión de un transportador de glicanos cíclicos, importantes para el 
proceso de infección (Carlyon et al. 2010; Griffitts et al. 2008); y el sistema FixJ/FixL, 
encargado de estimular la expresión del complejo de la nitrogenasa y las enzimas necesarias 
para llevar a cabo la respiración microaeróbica en etapas más avanzadas de la simbiosis 
(David et al. 1988). 
Con frecuencia, los rizobios suelen estar sometidos a situaciones adversas, llamadas de 
estrés. La respuesta general a estrés (GSR, General Stress Response) es una respuesta 
adaptativa global que se dispara frente a varios estreses. La expresión de los genes 
responsables de la GSR está controlada por los llamados factores σ, que son los encargados 
de direccionar al complejo de la ARN polimerasa a los promotores de ciertos genes. En E. 
meliloti, se conoce que los reguladores huérfanos RsiB1, RsiB2 y la HK huérfana RsiC están 
involucrados en esta compleja regulación (Bastiat et al. 2010; Sauviac y Bruand 2014a). Por 
otro lado, también son frecuentes los TCS relacionados con las respuestas específicas a una 
situación de estrés particular. Como mencionamos en el Capítulo 1 (Sección 1.9), los rizobios 
suelen estar expuestos a ambientes ácidos (suelo, hilo de infección, simbiosoma), por lo que 
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el estudio funcional de los TCS relacionados con la tolerancia a este estrés resulta de gran 
importancia. En particular, en la cepa tolerante a la acidez S. medicae WSM419, se demostró 
que el TCS ActR/ActS juega un rol importante en la tolerancia a la acidez (Tiwari et al. 1996) y 
recientemente se encontró que el TCS homólogo en E. meliloti está involucrado en la 
tolerancia a bajo pH y al estrés oxidativo (Tang et al. 2017). En la literatura no existe 
evidencia de otros TCS que posean un rol específico en la tolerancia a la acidez.  
La caracterización funcional de los TCS y de los mecanismos moleculares que determinan su 
actividad permitirá establecer el rol de los mismos en E. meliloti y extender los criterios de 
búsqueda y análisis funcional en otras (rizo)bacterias relacionadas. En este sentido, en el 
siguiente capítulo se construirán y compararán los fenotipos de mutantes en RRs, isogénicos 
a la cepa modelo E. meliloti 2011, en búsqueda de eventuales productos génicos asociados a 
efectos específicos de tolerancia a estrés. Dichos ensayos nos proporcionarán una base 
crucial para avanzar en la comprensión del rol de los TCS en la biología de E. meliloti.  
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4.1. Introducción 
Las bacterias sometidas a un estrés ambiental regulan sus actividades metabólicas para dar 
lugar a un fenotipo de adaptación al entorno desfavorable. La fisiología de adaptación es 
principalmente el resultado de profundos cambios en la inducción y represión de genes 
donde los TCS cumplen un rol preponderante. Los rizobios en particular, suelen estar 
sometidos a una amplia variedad de estreses ambientales tanto en el suelo como en la vida 
simbiótica (Sección 1.6). Como resultado, el cultivo resulta seriamente restringido debido a 
una menor supervivencia de los rizobios o de la planta huésped, una pobre nodulación y 
bajos rendimientos de forraje y semilla.  
La acidez del suelo es una de las causas principales que limitan el establecimiento de la 
simbiosis. La distribución elevada a nivel local e internacional de estos suelos y la notable 
sensibilidad del microsimbionte a esta condición, estimula la investigación sobre las 
respuestas de los simbiontes a ambientes ácidos. En este contexto, la caracterización de los 
TCS presentes en E. meliloti que intervienen en el desarrollo de la fisiología adaptativa al 
estrés ácido, no ha sido aun completamente evaluada.  
Con el objetivo de avanzar en la identificación y en el estudio de TCS que posean funciones 
asociadas a la adaptación al estrés ácido en E. meliloti en particular, en este capítulo 
presentamos la búsqueda, identificación y posterior caracterización en vida libre de un 
posible TCS (Capítulo 5 y Capítulo 6) relacionado con la tolerancia a estrés ácido. Este 
sistema, compuesto por el RR SMc02366 y la HK SMc02367, hasta ahora no ha sido 
explorado en E. meliloti 2011. Posteriormente en el Capítulo 7 haremos referencia al rol de 
dicho TCS en simbiosis. Particularmente analizaremos su rol en la eficiencia de la fijación 
simbiótica de nitrógeno; y los efectos de su deleción sobre etapas tempranas y tardías del 
proceso simbiótico. 
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4.2 Resultados y discusión  
4.2.1. Generación de una colección de mutantes en genes que codifican para 
posibles reguladores de respuesta en E. meliloti 2011. 
Con el objetivo de dilucidar cuáles TCS de E. meliloti pueden estar involucrados en la 
tolerancia a estrés ácido, nos propusimos evaluar la respuesta a condiciones ácidas de una 
colección de mutantes de RRs. Aquellos mutantes que estuvieran afectados brindarían un 
indicio concreto de un posible rol en la adaptación a dicho estrés.  
En una primera etapa se procedió a armar una colección de cepas mutantes en RRs 
isogénicas a E. meliloti 2011. Con este propósito se estableció una colaboración entre 
nuestro grupo y la Dra. Becker (SYNMIKRO, Alemania), que dispone de una biblioteca de 
aproximadamente 12.000 mutantes de E. meliloti desarrollada por Pobigaylo y 
colaboradores (Pobigaylo et al. 2006). Dicha biblioteca fue construida con diferentes 
variantes de Tn5 portadoras de secuencias identificatorias de cada Tn5 (STM, Signature 
Tagged Mutagenesis) y puede ser consultada en la base de datos del laboratorio de la Dra. 
Becker en el siguiente sitio de internet: 
http://synmikro.com/images/agbecker/primer/mapped_mTn5-STM_Rm2011_mutants.txt.  
Teniendo en cuenta la disponibilidad de esta colección y nuestro interés en explorar el grado 
de relevancia de los TCS para sustentar el crecimiento de la bacteria en condiciones ácidas, 
solicitamos todos los mutantes en posibles RRs que estaban almacenados. Así, pudimos 
acceder a un conjunto de 23 mutantes de interés (Tabla 4.1). Además, dicha colección se 
complementó con la construcción de 14 mutantes de inserción en los cuales la secuencia de 
los RRs se interrumpió mediante eventos de recombinación homóloga simple (RHS) de un 
fragmento interno de cada gen contenido en un plásmido no replicativo. Para verificar la 
inserción del plásmido en estos mutantes se realizó un chequeo por PCR según se indica en 
el Capítulo 2 (Sección 2.3). En total se obtuvo una colección de mutantes isogénicos de E. 
meliloti 2011 (Tabla 4.1) que representa casi la mitad del total de los RRs identificados in 
silico en este organismo. 
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Tabla 4. 1. Lista de mutantes utilizados para la búsqueda de RRs implicados en la tolerancia a 
estrés.  
La tabla muestra la anotación del gen, el replicón que lo contiene y el método empleado en la 
construcción de cada mutante. Tn5: mutantes obtenidos por inserción de un transposón Tn5 
(Pobigaylo et al. 2006); RHS: mutantes construidos por recombinación homóloga simple. 
Locus tag/gen Replicón Estrategia de mutación Referencia 
SMc00158 Cromosoma Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc01043/ntrC Cromosoma RHS Este trabajo. 
SMc01504/rsiB1 Cromosoma Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc01593 Cromosoma Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc02248 Cromosoma RHS Este trabajo. 
SMc02366 Cromosoma RHS Este trabajo. 
SMc04044/cpdR1 Cromosoma RHS Este trabajo. 
SMc03006/cheY1 Cromosoma Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc03046/ftcR Cromosoma Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc04011/tacA Cromosoma Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMc04170 Cromosoma RHS Este trabajo. 
SMa0206 pSymA RHS Este trabajo. 
SMa0940 pSymA Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa0941 pSymA Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa0961/rctC pSymA Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa0969 pSymA Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa1138 pSymA Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa1227/fixJ pSymA RHS Este trabajo. 
SMa1550 pSymA Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa1561 pSymA Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa1686 pSymA Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMa2301 pSymA RHS Este trabajo. 
SMa2325/kpdE pSymA RHS Este trabajo. 
SMa2327 pSymA RHS Este trabajo. 
SMb20078 pSymB Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20162 pSymB RHS Este trabajo. 
SMb20219 pSymB Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20468 pSymB RHS Este trabajo. 
SMb20610 pSymB Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20613/dctD pSymB Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20702 pSymB Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20869 pSymB Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb20934/exsF pSymB Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb21080 pSymB RHS Este trabajo. 
SMb21115 pSymB RHS Este trabajo. 
SMb21210 pSymB Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
SMb21520 pSymB Tn5 (Pobigaylo et al. 2006) 
FJA                                                                     Tesis Doctoral                                                               Capítulo 4 
- 116 - 
 
4.2.2. Identificación de mutantes de E. meliloti 2011 que presenten fenotipos 
diferenciales en la capacidad de la bacteria para crecer en acidez  
Un aspecto importante que se analizó fue la elección del medio de cultivo para evaluar el 
crecimiento de los mutantes en RR. Se analizaron las curvas de crecimiento de la cepa E. 
meliloti 2011 salvaje utilizando medios mínimos JMM (O’Hara et al. 1989), Evans (Evans 
1970) y GS (Del Papa et al. 1999). Estos medios de cultivo han sido utilizado por estos 
autores en el estudio de la biología de los rizobios en condiciones ácidas. De todos ellos, el 
medio mínimo GS fue el elegido para los estudios fenotípicos porque fue el único que, al 
final de los ensayos, conservaba el pH dentro del rango de valores requerido para nuestro 
análisis. Ha sido descrito que el tiempo de generación de E. meliloti en cultivo aumenta al 
bajar de pH neutro a pH 6, y el crecimiento prácticamente se detiene a pH 5,5 (Glenn et al. 
1994; Tiwari et al. 1992). Además cuando cepas de E. meliloti son crecidas en medio 
moderadamente ácido el pH suele modificarse ligeramente, por lo cual es necesario 
tamponar el medio de cultivo para trabajar con condiciones estables de pH. En particular el 
medio GS contiene sacarosa y glutamato de sodio como fuentes de carbono y nitrógeno, y 
utiliza el buffers biológicos para mantener el pH estable (ver Capítulo 2, sección 2.1.1). Con 
el fin de identificar mutantes afectados en el crecimiento en condición de estrés ácido, se 
eligió el valor de pH= 5,60 como condición subletal de estrés ácido.  
Se caracterizaron las propiedades de crecimiento de los mutantes presentados en la Tabla 
4.1 en cultivos batch a fin deponer de manifiesto posibles alteraciones fenotípicas. Se 
analizaron las velocidades máximas de crecimiento (μ) de estas cepas en medio mínimo GS 
pH=5,60 y se compararon con el valor μ de cultivos de E. meliloti 2011 salvaje.  
Como condición de control, se analizaron los valores μ de cultivos de E. meliloti 2011 salvaje 
y los mutantes cultivados a pH=7,0 (pH óptimo). Si en esta condición una cepa presentara un 
valor de μ que se aparte significativamente del correspondiente a la cepa salvaje, será 
indicativo que el RR (interrumpido) estaría involucrado en procesos metabólicos basales no 
necesariamente vinculados con la tolerancia a la acidez. 
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Se analizaron las curvas de crecimiento y compararon las μ de los 37 mutantes. En dicho 
análisis se observó que el mutante en el RR SMc02366 (Eme RR-), está afectado en su 
tolerancia a la acidez. Esta cepa presentó un comportamiento comparable con la cepa 
salvaje a pH 7,0 tanto en la evolución de la densidad óptica a 600nm (DO600), como en el 
recuento a lo largo del cultivo. La Figura 4.1 muestra los valores μ de las cepas cultivadas en 
ambas condiciones de pH. Se puede observar que en condiciones neutras no hay diferencias 
significativas entre la μ de la cepa mutante y la μ de la cepa parental (Eme wt). Sin embargo, 
a pH 5,60 se observa que la cepa mutante presenta una μ significativamente menor que la 
de la cepa salvaje. Esta observación es indicativa que el producto de expresión del gen 
SMc02366 estaría involucrado (directa o indirectamente) en el crecimiento y/o adaptación 
condiciones ácidas. 
 
4.2.3. Comportamiento del mutante RR SMc02366 frente a otros estreses 
abióticos 
En ocasiones, los TCS bacterianos pueden ser responsables de la adaptación a diversos 
estreses abióticos. Este tipo de fenotipo es el que se observa en la llamada respuesta 
general a estrés (conocido en la bibliografía como GSR, del inglés General Stress Response). 
La GSR está descripta como una respuesta adaptativa global que se dispara frente a varios 
Figura 4. 1. Análisis de la velocidad 
máxima de crecimiento del mutante 
en el RR SMc02366 en medio ácido. 
El gráfico indica las medias de valores μ 
de tres cultivos independientes 
realizados en medio mínimo GS con el 
pH ajustado a 7,0 o 5,6. Las barras de 
error corresponden a la desviación 
estándar de la media (±SD). El análisis 
estadístico corresponde a un análisis de 
varianza (ANOVA) con un valor  
**p<0,05 de significancia. n.s.: no 
significativo, Eme wt, Ensifer meliloti 
2011 salvaje; Eme RR-, Ensifer meliloti 
2011 mutante por RHS en RR 
SMc02366. 
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estreses (Francez-Charlot et al. 2015). Con el objetivo de evaluar entonces si el RR SMc02366 
tiene alguna relevancia en la tolerancia a otros estreses abióticos además de la observada en 
estrés ácido, analizamos la capacidad del mutante Eme RR-, de crecer en condiciones de 
estrés salino (500mM) y estrés por temperatura (42°C). En la Figura 4.2 podemos observar 
que bajo estos estreses la cepa mutante presenta el mismo comportamiento que la cepa 
salvaje. Este análisis es útil para descartar un posible vínculo del TCS en estudio con una 
respuesta de tipo GSR, ya que estos estreses suelen formar parte de una respuesta general 
adaptativa.  
 
4.2.4. SMc02366 forma parte de una unidad transcripcional predicha in silico: 
Identificación y caracterización de los genes que componen el operón  
Análisis in silico de la región genómica que contiene al RR SMc02366  
El genoma de E. meliloti 2011 está completamente secuenciado desde hace más de una 
década (Galibert et al. 2001) y anotado en bases de datos on line. Utilizando estos 
servidores, se puede visualizar que inmediatamente después del posible RR SMc02366 existe 
un ORF de un gen que codifica para una posible HK (SMc02367). A continuación de dicho gen 
y luego de una región no codificante de pocos nucleótidos, existe un ORF predicho que 
codifica para una posible glutamina sintetasa (GlnE) aún no caracterizada en rizobios (Figura 
Figura 4. 2. Análisis de la velocidad 
máxima de crecimiento del mutante RR 
SMc02366 en condiciones de estrés 
salino y estrés por alta temperatura. 
La gráfica muestra la velocidades máximas 
de crecimiento (μ) de cultivos batch en 
medio GS a 28°C con o sin el agregado de 
NaCl; o crecidos a 42°C. Los valores μ 
corresponden al promedio de tres ensayos 
independientes. Las barras de error 
indican la deviación estándar de la media 
(±SD) y el análisis estadístico corresponde 
a un análisis ANOVA con un p<0,01 de 
significancia. n.s.: no significativo, Eme wt, 
Ensifer meliloti 2011 salvaje; Eme RR-, 
Ensifer meliloti 2011 mutante por RHS en 
RR SMc02366. 
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4.3). La proteína GlnE de Mycobacterium tuberculosis comparte un 29% de identidad 
(BLASTP) y su función está relacionada con la síntesis de glutamina a partir de glutamato y 
amonio en condiciones de nitrógeno limitante (Parish y Stoker 2000). Corriente abajo y 
antisense de glnE, se encuentra un ORF que codifica para otra HK (SMc02369) aún no 
caracterizada. Corriente arriba del RR, encontramos un gen que codifica la proteasa DegP1 
de localización periplásmica. En E. coli, se ha descrito esta proteína como involucrada en la 
degradación de proteínas mal plegadas debido a situaciones de estrés producto de una 
alteración en la membrana externa (Danese et al. 1995). En E. meliloti se ha demostrado que 
la transcripción de este gen se estimula cuando el rizobio se cultiva en condiciones de acidez 
(Draghi et al. 2016). 
La organización de genes que codifican proteínas en operones es una característica común 
en genomas bacterianos. Recientemente, Schülter y colaboradores (2013) publicaron la 
predicción de 1.090 operones en el genoma de E. meliloti (Schlüter et al. 2013). Sus 
predicciones coinciden con las de otras herramientas y bases de datos de predicción de 
operones bacterianos tales como Operome DB 
(http://sysbio.informatics.iupui.edu/operomeDB/#/) (Chetal y Janga 2015) y DOOR 
(http://csbl.bmb.uga.edu/DOOR/) (Mao et al. 2009). La utilización de estas herramientas para 
analizar la región predice (en todos los casos) que el RR SMc02366 formaría una unidad 
transcripcional independiente que incluiría tres genes: SMc02366, SMc02367 y SMc02368. Si 
bien Schülter y colaboradores (2013) han validado experimentalmente decenas de operones, 
este en particular aún no ha sido estudiado. 
A su vez, en la región del cromosoma que contiene los genes mencionados, se han detectado 
ARNs antisentido pequeños (conocidos como asRNA, por sus siglas en inglés Antisense- Small 
RNA) (Figura 4.3). Los asRNAs de procariotas son transcriptos de 100 nucleótidos en 
promedio que regulan la expresión de proteínas al unirse por complementariedad de bases a 
mRNAs (del inglés Messenger RNA, ARN mensajero) (Georg y Hess 2011). Los asRNAs son 
importantes en la regulación postranscripcional de la expresión génica. Se ha descrito que, 
en ocasiones, la regulación de la expresión génica por asRNAs está asociada al control 
transcripcional que ejercen los TCS sobre otros asRNAs (Gopel  y Gorke 2012). En el genoma 
de E. meliloti se han identificado cientos de asRNAs (Schlüter et al. 2013). Se encontró 
además que, algunos asRNAs, al igual que los TCS, están involucrados en mecanismos de 
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tolerancia a estrés (Duhring et al. 2006) pero su función biológica sigue siendo desconocida 
en la mayoría de los casos. En particular, las funciones de los asRNAs ubicados en la región 
estudiada (asRNA_1141/4) aún no se han reportado.  
 
Validación experimental de la unidad transcripcional 
La presencia de más de un ORF en un único mRNA, típico de procariotas, permite identificar 
los genes principales de una función determinada. La localización y orientación de los genes 
en el genoma, las distancias intergénicas, la relación funcional, y la búsqueda de operones in 
silico, sugiere que SMc02366 podría formar parte de una unidad funcional policistrónica. Nos 
propusimos entonces identificar qué genes se transcriben en un mismo mRNA. 
Según se detalla en el Capítulo 2 (Sección 2.8), se realizó la extracción y purificación de ARN 
total de bacterias obtenidas de cultivos de E. meliloti 2011 en condiciones neutras (pH 7,0) o 
de estrés (pH 5,60) en fase de crecimiento exponencial. Se realizó la síntesis de ADNc 
empleando cebadores al azar y luego se lo utilizó como molde para identificar los genes que 
pertenecen a un mismo mRNA. Para ello se amplificaron regiones intergénicas por PCR.  
Como se puede ver en la Figura 4.4, los ORFs que codifican para los posibles RR, HK y GlnE se 
transcriben en un mismo ARNm en ambas condiciones de pH ensayadas (pH=7,0 o pH=5,6) y 
dicho transcripto no contiene a degP1 (Figura 4.4.B). 
 
 
Figura 4. 3. Contexto génico del RR SMc02366.  
La figura esquematiza los genes, proteínas y asRNAs codificados en la región del cromosoma de E. 
meliloti 2011 que se encuentra el TCS SMc02366/SMc02367. Se indica además la posición de un 
promotor de tipo RpoD predicho por herramientas bioinformáticas en el comienzo del ORF del 
SMc02366.  
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4.2.5. Análisis de la relevancia de los genes que componen el operón en la 
tolerancia a acidez 
Los estudios realizados hasta aquí sugieren que el gen que codifica para el RR (SMc02366), 
interviene en procesos de tolerancia a la acidez. El mutante RR- utilizado para estos estudios, 
fue generado por la inserción de un plásmido en la región interna del gen por recombinación 
homóloga simple (Sección 4.2.1, Tabla 4.1). Considerando la naturaleza policistrónica de la 
unidad transcripcional que detallamos en la sección anterior, es posible que la mutación en 
el RR presente en la cepa Eme RR- tenga un carácter polar con pérdida de los otros 
componentes del operón. En este sentido, el fenotipo observado en la cepa Eme RR- puede 
ser debido a la ausencia del RR SMc02366 y/o a la pobre o nula transcripción de los genes 
que codifican para la HK (SMc02367) o GlnE (SMc02368).  
Figura 4. 4. Validación experimental de la estructura del operón que contiene al RR SMc02366.  
A) Se indica la localización de los primers (flechas pequeñas) utilizados en este ensayo. Los primers 
hibridan en las regiones intergénicas de los genes del posible operón. B) Análisis en gel de agarosa 
de los productos de amplificación obtenidos por PCR al emplear los cebadores indicados en la parte 
A y diferentes moldes obtenidos de E. meliloti en las condiciones indicadas (los ADNc obtenidos a 
partir de ARNs que provenían de cultivos a pH=7,0 o pH=5,6). Los productos de amplificación fueron 
corridos en gel de agarosa 2% y visualizados por tinción con bromuro de etidio e iluminación con luz 
ultravioleta. (+) control positivo de la PCR; (-) control negativo de la PCR. C) Se indica el operón 
propuesto a partir de los resultados obtenidos. 
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Con el objetivo de indagar el rol de cada elemento del operón en la tolerancia a la acidez, 
construimos mutantes por deleción sin alterar el marco de lectura de cada gen (Capítulo 2, 
Sección 2.5). La posibilidad que el fenotipo de mayor sensibilidad a la acidez esté vinculado 
con la variación o pérdida de los niveles de transcripción de los asRNAs presentes en la 
porción de ADN que codifica para la HK SMc02367 (Figura 4.3), también fue tenida en 
cuenta. En consecuencia, también se generaron mutantes independientes que afecten o 
dejen intacto dichos asRNAs. La Tabla 4.2 resume las características más relevantes de los 
mutantes construidos. 
Posteriormente, analizamos las curvas de crecimiento y compararon las μ de los mutantes 
con la cepa isogénica salvaje (Figura 4.5). Los resultados mostraron que la ausencia 
individual o simultánea del RR y la HK resultan en una disminución similar de la velocidad de 
crecimiento, indicando que los productos de expresión de este posible TCS juegan un rol 
relevante en la tolerancia a la acidez. Además, se pudo evidenciar que GlnE y los asRNAs 
localizados en el ORF de la HK (asRNA_1142 y asRNA_1143) no intervendrían en el proceso 
de adaptación/tolerancia a la acidez.  
Con el objetivo de confirmar que los componentes del sistema RR SMc02366 - HK SMc02367 
son los responsables del fenotipo observado, procedimos a realizar una complementación 
funcional de dichos mutantes. Para ello se llevó a cabo una conjugación biparental entre los 
mutantes de deleción de E. meliloti y E. coli S17-1 portadora de un plásmido replicativo de 
mediano número de copias en E. meliloti (pSRKGm) (Khan et al. 2008) en el que se clonaron 
individualmente las secuencias codificantes para el RR y la HK silvestres. Paralelamente, 
como controles, realizamos conjugaciones de las cepas mutantes con una variante de E. coli 
S17-1 portadora del plásmido de expresión vacío.  
Por último, analizamos las curvas de crecimiento en medio GS a pH 5,60 de las cepas 
obtenidas. En la Figura 4.6 se muestran las μ correspondientes a las cepas analizadas. La 
comparación de los parámetros de crecimiento permitió observar que la expresión del RR 
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Figura 4. 6. Análisis de la velocidad 
máxima de crecimiento de las cepas 
mutantes en medio ácido.  
Se analizó la μ de cultivos de Eme wt 
y los mutantes en los genes del 
operón que se indican en la Tabla 
4.2. La gráfica muestra la media de 
valores μ de tres experimentos 
independientes con sus respectivas 
desviaciones estándar (±SD). El 
análisis estadístico corresponde a un 
análisis ANOVA con un p<0,05. Al 
menos que se indique lo contrario, la 
comparación se realizó frente a Eme 
wt. 
 
Figura 4. 5. Ensayo de 
complementación funcional de los 
mutantes Eme ∆RR y Eme ∆HK. 
Se analizó la μ de cultivos bacterianos 
en medio GS a pH 5,60. Se evaluaron: 
Eme wt, Eme ∆RR, Eme ∆HK (ver 
Tabla 4.2); y la restauración de la 
función del RR y la HK (Eme 
∆RR+p::RR y Eme ∆HK1+p::HK) 
realizadas por el clonado de sendos 
genes en el plásmido de expresión 
pSRKGm (Khan et al., 2008). Como 
condición control se transformó el 
plásmido vacío en las cepas Eme ∆RR 
y Eme ∆HK1 (Eme ∆RR+p y Eme 
∆HK1+p). Las barras de error 
corresponden a la desviación 
estándar de la media (±SD) de tres 
experimentos independientes. El 
análisis estadístico corresponde a un 
análisis ANOVA con un p<0,05 de las 
cepas comparadas frente a Eme wt. 
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4.2.6. Rol del regulador SMc02366 en la respuesta de tolerancia a la acidez 
La llamada Respuesta de Tolerancia a la Acidez (ATR, del inglés Acid Tolerance Response) 
(Foster y Hall 1990) que se observa en algunas bacterias, involucra cambios en la fisiología 
bacteriana que resulta en un fenotipo de mayor tolerancia a condiciones ácidas severas 
cuando estos organismos han estado expuestos previamente a un ambiente de acidez 
moderada. Esa respuesta requiere de la síntesis proteica (Foster y Hall 1990, 1991). Cabe 
destacar que en rizobios se ha observado la presencia de una ATR. En particular, los ensayos 
reportados en E. meliloti 2011 utilizan medio mínimo Evans (Evans 1970), pH=6,1 como 
condición de acidez moderada, pH=4,0 como condición de desafío y pH=7,0 como condición 
neutra (Draghi et al. 2010). Utilizando las mismas condiciones (que previamente han sido 
reportadas por nuestro grupo) nos propusimos explorar el posible vínculo del RR estudiado 
con la respuesta ATR. 
Cultivos de Eme wt o Eme ∆RR que provenían de medio Evans a pH=7,0, no manifestaron 
diferencias significativas en sus tiempos de reducción decimal (D10, tiempo requerido para 
que se reduzca el número de células en un factor de 10) al desafiarlas al shock ácido (pH= 
4,0) (Figura 4.7A). En cambio, el mismo ensayo realizado con cultivos provenían de cultivos 









Elementos salvajes de la 
región genómica 




















Eme ∆glnE SMc02368 283 136-845 
SMc02366, SMc02367, 
asRNA_1142, asRNA_1143 
Tabla 4. 2. Listado de los mutantes  generados mediante deleciones “limpias” de los elementos 
del operon. 
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4.7B). Estos resultados indican que Eme RR pierde la respuesta ATR, sugiriendo que el RR 
SMc02366 estaría involucrado en este tipo de mecanismo de adaptación a la acidez. 
 
4.2.7. Análisis in silico del TCS SMc02366/SMc02367  
Dada la relevancia del TCS SMc02366/SMc02367 en la tolerancia a la acidez en E. meliloti 
2011 nos propusimos utilizar herramientas bioinformáticas para avanzar en la 
caracterización de este TCS.  
Arquitectura de las proteínas RR SMc02366 y HK SMc02367 
El RR SMc02366 es un posible RR de 233 aminoácidos, presente en una única copia en el 
cromosoma de este rizobio. Según la clasificación propuesta en el Capítulo 3 (Sección 3.2.2), 
está clasificado dentro del grupo OmpR. Contiene un dominio REC receptor donde ocurre la 
señalización por fosforilación y un dominio TransReg_c con función de unión a ADN. 
Probablemente, entonces, estemos en presencia de un regulador cuya función principal esté 
Figura 4. 7. Evaluación de la respuesta adaptativa de tolerancia a la acidez en cultivos de 
Eme wt y Eme ∆RR.  
Los gráficos muestran la cinética de muerte de E. meliloti frente a un choque ácido severo a 
pH=4,0. Se realizaron recuentos de células viables (UFC/ml) de Eme wt o Eme ∆RR, 
previamente cultivadas a pH 7,0 (A) o pH 6,1 (B), en función del tiempo luego que se las 
desafió a una condición de pH 4,0 (shock ácido). El tiempo de reducción decimal (D10) de las 
curvas son iguales con un p=0,10 (A) o distintas con un p=0,0005 (B). Los coeficientes de 
determinación (R2) de las regresiones lineales fueron 0,98; 0,98; 0,99; 0,99 para Eme wt 
pH=7,0, Eme ∆RR pH=7,0, Eme wt pH=6,1, Eme ∆RR pH=6,1, respectivamente. 
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relacionada con la interacción en promotores de genes específicos para modular su 
transcripción.  
La HK SMc02367 localizada inmediatamente corriente abajo, por su parte, es una proteína 
de 465 aminoácidos, codificada en una copia única en el cromosoma, que se ancla en la 
membrana. Sus dos RTM flanquean una zona que protruye hacia el periplasma. En la región 
citoplasmática distinguimos dominios típicos HAMP, HisK_A y HATPasa_c. Ante la ausencia 
de dominios PAS, no hay indicios de una posible región de la proteína donde ocurra la 
detección de la señal. Para esta HK la región encargada de sensar una señal podría estar 
tanto en la región periplásmica como en la citoplasmática, en el caso que esta quinasa tenga 
una función relacionada con detectar situaciones extra o intracelulares respectivamente. 
En la Figura 4.8 y Figura 4.9 mostramos los dominios conservados predichos en ambas 
proteínas utilizando el servidor on line SMART. 
Figura 4. 9. Esquema de los dominios 
conservados predichos en el RR 
SMc02366.  
Los métodos in silico identifican los 
dominios receptor REC y de unión a ADN 
TransReg_C. La representación de esta 




escala en la figura hace relación a los 
aminoácidos de la proteína. 
Figura 4. 8. Esquema de los dominios conservados predichos en la HK SMc02367.  
En negro se muestran las regiones transmembrana. Se distinguen también los dominios HAMP, 
HisKA y HATPasa_c de localización citosólica. La representación de esta proteína se realizó 
mediante el servidor en línea SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1#). La escala en la figura hace relación a los 
aminoácidos de la proteína. 
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Búsqueda de sistemas homólogos al TCS SMc02366/SMc02367 
Una estrategia muy utilizada para caracterizar funcionalmente sistemas de este tipo es 
explorar las posibles funciones compartidas en sistemas homólogos ya caracterizados de 
otros organismos. En este contexto, se emplearon herramientas in silico para la búsqueda de 
TCS homólogos como parte del estudio funcional del TCS SMc02366/SMc02367 de E. 
meliloti. 
En una primera etapa, se realizó una búsqueda de proteínas homólogas con el motor de 
búsqueda BLASTP. Dentro del grupo Rhizobiaceae, el análisis indicó un alto grado de 
similitud a nivel de secuencia con un regulador transcripcional no caracterizado de la familia 
PhoB (91% de identidad) y con una HK que constituye un sensor de cobre/cinc (Cu/Zn) no 
caracterizado (69% de identidad). 
Por fuera del grupo Rhizobiaceae, identidades más bajas asociaron las proteínas RR 
SMc02366 y HK SMc02367 con el TCS CusR/CusS de E. coli (44% y 29% de identidad 
respectivamente) que participa en la regulación de la homeostasis de Cu+2 (Gudipaty et al. 
2012), y con el sistema de dos componentes PmrA/PmrB de Salmonella enterica (39% y 26% 
de identidad respectivamente) y de Erwinia caratovora (38% de identidad para el RR y 24% 
para la HK). Ambos sistemas están descritos como relevantes en la tolerancia al péptido 
antimicrobiano polimixina B, y sensan H+ y Fe+3 (Hyytiäinen et al. 2003; Wösten et al. 2000).  
En una segunda etapa, realizamos un análisis genómico comparativo a fin de evaluar el 
grado de conservación de la región génica en torno al RR SMc02366 utilizando la 
herramienta bioinformática SyntTax (http://archaea.u-psud.fr/synttax/About.aspx) (Oberto 
2013). Se compararon genomas de cepas de la misma especie, de especies 
filogenéticamente cercanas (otros rizobios) y otros géneros bacterianos evolutivamente más 
alejados. La localización y orientación de los genes presentes mostraron una remarcable 
sintenía con los genes ortólogos hallados en otros genomas de la familia Rhizobiaceae 
(Figura 4.10).  
Finalmente, nos propusimos utilizar diversas herramientas con el objetivo de modelar las 
proteínas. Nuestro objetivo fue utilizar tanto el método de predicción de estructuras “ab 
initio” como el “homology model” para producir los modelos tridimensionales de estas 
proteínas cuya función es desconocida. Valiéndonos de esos modelos, podremos buscar en 
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las bases de datos de estructuras de proteínas para determinar si son similares a proteínas 
de la función conocida. A partir de esta semejanza se podrían realizar inferencias funcionales 
sobre el rol biológico de estas proteínas. La posibilidad de contar con una predicción de la 
disposición espacial de los átomos del RR SMc02366 y la HK SMc02367 nos podría permitir 
además de avanzar en el estudio de sus funciones moleculares, estudiar su historia evolutiva 
o, si el modelo es bueno, diseñar/muestrear ligandos e incluso calcular sus afinidades (Singh 
y Dominy 2010). En este contexto, realizamos una búsqueda de proteínas homólogas 
mediante la comparación de las estructuras terciarias del RR y de la HK con bases de datos 
de proteínas cristalizadas utilizando los programas on line Phyre2 
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index), RaptorX 
(http://raptorx.uchicago.edu/) y SwissModel (https://swissmodel.expasy.org/).  
Los resultados de los tres servidores indicaron un alto grado de homología del RR con la 
proteína PrrA del TCS PrrA/PrrB de M. tuberculosis. Este sistema es importante para la 
supervivencia de la bacteria en macrófagos y además se activa en condiciones limitantes de 
nitrógeno (Haydel et al. 2012). Con respecto a la HK SMc02367 estudiada, la búsqueda de 
homólogos por modelado proteico encontró cierta homología con CovS de Streptococcus 
mutans (20% de identidad). En esta bacteria Gram positiva, la HK CovS posee función 
regulatoria sobre una gran variedad de genes, incluyendo los responsables de la 
supervivencia a estrés ácido, estrés por temperatura y estrés salino (Dalton y Scott 2004). En 
la Tabla 4.3 se resume la información acerca de las proteínas homólogas encontradas por 
herramientas bioinformáticas.  
El grado de conservación evolutivo de nuestro TCS con los sistemas caracterizados CusRS de 
E. coli y PmrAB de S. enterica y de E. carotovora, plantea el interrogante acerca de cúales 
pueden ser las funciones compartidas entre nuestro sistema de estudio y los TCS 
mencionados. El sistema CusRS de E. coli es uno de los tres sistemas conocidos a la fecha que 
intervienen activamente en la tolerancia al exceso Cu+(Munson et al. 2000). Este sistema 
está compuesto por el operón cusCFBA cuya transcripción es regulada por el TCS CusR/CusS 
(Munson et al. 2000).  
El sistema PmrAB de S. enterica regula la expresión de genes relacionados con la 
modificación de la composición de los lipopolisacáridos (LPS) de membrana aumentando, 
como consecuencia, su resistencia a péptidos antimicrobianos como polimixina B (Gunn et 
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al. 1998; Lee et al. 2004; Zhou et al. 2001). La resistencia que adquiere la bacteria está 
relacionada con una menor interacción de los LPS con la polimixina B, producto de un 
cambio de la carga electrostática de los LPS generado por modificaciones covalentes (Zhou 
et al. 2001). Está descrito que este sistema se activa de manera directa por Fe(III), Al(III) 
(Wösten et al. 2000) y ante una acidez moderada (Perez y Groisman 2007); y de manera 
indirecta por la disminución de la concentración de Mg+2 vía el sistema PhoP/PhoQ (Garcia 
Vescovi et. al. 1996). En este contexto, en las secciones siguientes detallaremos los 
resultados obtenidos al evaluar los mutantes del TCS en ensayos de tolerancia de a Cu+2, 
Fe+3, Al+3 y polimixina B que realizamos para dilucidar si el TCS SMc02366/SMc02367 









Nivel de homología según el programa utilizado 
BLASTP Phyre2 *a RaptorX *b Swiss Model *c 
CusRS E. coli 
44% (RR) y 
29% (HK) 
- - - 
PmrAB E. carotovora 
38% (RR) y 
24% (HK) 
38% (RR) - - 
PmrAB S. enterica 
39% (RR) y 
26% (HK) 
- - - 
PrrAB M. tuberculosis 
- 
42% (RR) valor p= 2,52.10
-6 
(RR) 41% (RR) 
CovS S. mutans - - valor p= 2,65.10









*) Métodos computacionales para la predicción de estructuras.  
a) %: Confianza del modelo. No se recomienda considerar modelos con un valor de confianza <90% 
b) p=valor de confianza. El valor p es la probabilidad de que un modelo predicho sea peor que el mejor de un 
conjunto de modelos generados aleatoriamente para esta proteína (o dominio), por lo que el valor p evalúa 
la calidad relativa de un modelo. Cuanto menor es el valor p, mayor es la calidad del modelo. Para las 
proteínas principalmente alfa, el valor p de menos de 10-3 es un buen indicador. Para las proteínas beta, el 
valor de p inferior a 10-4 es un buen indicador 
c) %= GMQE, estimación global de la calidad del modelo. Es una estimación de la confiabilidad de la calidad 
que combina propiedades de la alineación proteína blanco-modelo y el método de búsqueda del modelo. La 
puntuación GMQE refleja la precisión esperada de un modelo creado con dicha alineación y modelo. 
Números más altos indican una mayor fiabilidad. 
 
Tabla 4. 3. Predicción de homología/estructura utilizando métodos computacionales.  
La tabla muestra los sistemas homólogos al TCS SMc02366/SMc02367. El porcentaje de identidad de 
la herramienta BLASTP se obtiene a partir del alineamiento de la estructura primaria de proteínas. 
Los programas Phyre2, RaptoX y SwissModel buscan proteínas homólogas comparando estructuras 
tridimensionales. Para ello, en primera instancia realizan un modelado de la proteína. 
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Figura 4. 10. Análisis genómico comparativo de la región que contiene a SMc02366 de E. meliloti 2011.  
En la porción superior de la figura se detallan los genes (flechas)/locus tag de E. meliloti 2011. Se utilizó 
un código de colores para indicar genes homólogos predichos en otros genomas. 
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Rol del TCS SMc02366/SMc02367 en la tolerancia a metales de transición 
Con el objetivo de analizar el grado de conservación funcional del de E. meliloti con el 
sistema CusR/CusS de E. coli, evaluamos la capacidad de los mutantes del TCS 
SMc02366/SMc02367 de crecer en condiciones de alta concentración de cobre. En primera 
instancia analizamos el comportamiento de la cepa salvaje de E. meliloti 2011 frente a 
distintas concentraciones de CuSO4
.6H2O (Cu
+2) en GS (medio definido) y TY (medio rico) a 
fin de establecer una condición/concentración subletal para ensayar. Dichos ensayos 
permitieron elegir concentraciones de Cu+2 de 2 mM y 700 M para usar en medio TY líquido 
y medio TY sólido respectivamente, mientras que el medio GS se descartó para los estudios 
por la falta de reproducibilidad de los datos. En las Figuras 4.11 y 4.12 puede observarse que 
los mutantes en los genes del TCS SMc02366/SMc02367 están afectados en el crecimiento 
en presencia de Cu+2. 
Estos ensayos nos permiten evidenciar que el TCS que estudiamos estaría siendo partícipe 
de alguna vía metabólica involucrada en la tolerancia a cobre extracelular/intracelular, 
aunque son insuficientes para poner de manifiesto cuáles son los procesos o estructuras 
celulares implicadas.  
 
 
Figura 4. 11. Análisis de la velocidad máxima 
de crecimiento de las cepas mutantes en 
medio GS con y sin el agregado de 2mM Cu+2.  
La gráfica muestra las μ de las cepas salvaje 
(Eme wt) y las cepas mutantes en el RR (Eme  
∆RR) y la HK (Eme ∆HK1) cultivadas en medio 
rico TY suplementado con 2mM de CuSO4 Las 
barras de error corresponden a la desviación 
estándar de la media (±SD) de tres 
experimentos independientes. El análisis 
estadístico corresponde a un análisis ANOVA 
comparando Eme wt con Eme ∆RR y Eme 
∆HK1; o lo indicado en el gráfico. *p<0,1; 
**p<0,05. 
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PmrA/PmrB de S. enterica, por su parte, responde a altas concentraciones de Fe(III) y Al(III) 
en el espacio periplásmico. Se ha descripto que la capacidad que posee la región sensora de 
PmrB de unir Fe+3 y Al+3 se debe a la presencia de dos motivos de unión a Fe, conocidas 
como ExxE, que son típicos de transportadores de este metal en otros organismos (Ramanan 
y Wang 2000; Stearman et al. 1996). Aunque los motivos ExxE están ausentes en la región 
sensora de SMc02367 en E. meliloti (Figura 4.13), nos propusimos evaluar el grado de 
conservación funcional de este sistema con el TCS PmrA/PmrB de enterobacterias. 
Para ello evaluamos el comportamiento de los mutantes al desafiarlos a altas 
concentraciones de FeCl3
.6H2O (1 M) y AlCl3
.6H2O (2 mM). Ambas concentraciones se 
eligieron como situaciones de estrés subletal luego de realizar varios ensayos en un amplio 
rango de concentración de dichas sales. En la Figura 4.14 se observa que el sistema 
intervendría en procesos de tolerancia a altas concentraciones de Fe+3 y en menor medida a 
Al+3, ya que se evidencia un menor crecimiento de las colonias en los medios suplementados 
 
 
Figura 4. 12. Capacidad de mutantes 
derivados de E. meliloti 2011 para 
crecer en TY agarizado con altas 
concentraciones de cobre (II).  
Los ensayos de tolerancia a 
CuSO4
.6H2O (700uM) se realizaron en 
placas de medio TY agarizado. En cada 
fila, las gotas son el resultado de 
diluciones seriadas 1/10 de cultivos en 
medio TY líquido normalizados a una 
misma densidad óptica. Como criterio 
control, las mismas diluciones se 
plaquearon en medio TY sin el 
agregado de la sal del metal (control). 
Eme wt: E. meliloti 2011 salvaje; en la 
Tabla 4.2 se detallan las características 
de los mutantes ensayados. Se 
muestra un ejemplo representativo de 
al menos tres experimentos. Las fotos 
fueron tomadas después 6 a 8 días de 
incubación a 28°C. 
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con estos metales. Por lo expuesto, proponemos que el sistema TCS SMc02366/SMc02367 
de E. meliloti compartiría cierta homología funcional con PmrA/PmrB de S. enterica. 
Figura 4. 13. Aminoácidos conservados en la región sensora de HKs 
ortólogas a SMc02367.  
Resaltado en negro se muestra el motivo ExxE de unión a hierro presentes en 
las regiones sensoras de PmrB ortólogas (Salmonella enterica, Escherichia. 
coli. Klebsiella pneumoniae, Yersinia pestis)  
Figura 4. 14. Capacidad de mutantes derivados de E. meliloti 2011 para crecer en TY 
agarizado con altas concentraciones de hierro(III) y aluminio (III). 
Los ensayos de tolerancia a AlCl3
.6H2O (2mM) (A) y FeCl3
.6H2O (1000 μM) (B) se realizaron 
en placas con medio TY agarizado. En cada fila, las gotas son el resultado de diluciones 
seriadas 1/10 de cultivos en medio TY líquido normalizados a una misma densidad óptica. 
Como criterio control, las mismas diluciones se plaquearon en medio TY sin el agregado de 
la sal del metal (control). Eme wt: E. meliloti 2011 salvaje; en la Tabla 4.2 se detallan las 
características de los mutantes ensayados. Se muestra un ejemplo representativo de al 
menos tres experimentos. Las fotos fueron tomadas después 6 a 8 días de incubación a 
28°C. 
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Rol del TCS SMc02366/SMc02367 en la modificación de los LPS de membrana 
El gen pmrA fue identificado en S. enterica en estudios de búsqueda de mutantes resistentes 
a polimixina B (de ahí su acrónimo polymyxin resistance A) (Helena Mäkelä et al. 1978). Los 
LPS aislados de estos mutantes se unen con menor intensidad a la polimixina en 
comparación a los LPS aislados de cepas salvajes, sugiriendo que este locus media la 
resistencia a estos péptidos antimicrobianos al modificar las propiedades de los LPS (Vaara 
et al. 1981). La modificación covalente de estos lípidos regulada por el sistema PmrA/PmrB, 
puede ocurrir a nivel del lípido A (Lee et al. 2004; Zhou et al. 2001), del core (Tamayo et al. 
2005) y del antígeno-O (Delgado et al. 2006; Holzer et al. 2009); y en todos los casos resulta 
en un cambio de la carga neta del LPS y la consecuente modificación de las uniones 
electrostáticas entre el LPS y las moléculas de polimixina.  
Con el fin de evaluar la posibilidad que exista una concordancia funcional entre el RR 
SMc02366 de E. meliloti y su homólogo PmrA de S. enterica en términos del 
comportamiento frente a polimixina B, realizamos un estudio de tolerancia a este péptido. 
Observamos que la ausencia del RR SMc02366 no altera la tolerancia a la polimixina B en 
comparación con la cepa parental (Figura 4.15).  
Además, en S. entérica el TCS PmrA-PmrB, regula principalmente genes que participan en las 
modificaciones de la estructura de los LPS (Delgado et al. 2006). Los LPS constituyen un 
componente ubicuo de la membrana externa de bacterias Gram negativas. Dada la 
diversidad estructural que este polisacárido presenta entre bacterias de diferentes especies, 
y aún entre cepas de una misma especie, el análisis electroforético en SDS-PAGE de los LPS 
ha sido muy utilizado para la caracterización y quimio-tipificación de cepas bacterianas. 
(Prieto et al. 2000). En particular, los cambios producidos en las unidades repetitivas del 
antígeno-O pueden ponerse de manifiesto en geles de poliacrilamida (Komaniecka et al. 
2016).  
En el marco de estas observaciones, analizamos los perfiles de LPS de membrana externa de 
las cepas Eme wt y mutantes en los genes que componen el operón SMc02366/8 (Eme ∆RR, 
Eme ∆HK1, Eme ∆glnE) en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), con el fin de evaluar si 
SMc02366 afecta la expresión de genes cuyos productos impacten en la polimerización del 
antígeno-O o en otros aspectos estructurales de los LPS. Las muestras de LPS fueron 
preparadas por extracción de las bacterias con EDTA-trietilamina, y luego purificadas por 
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afinidad con polimixina B (Capítulo 2, Sección 2.9). Las bandas de mayor movilidad 
correspondieron a aquellas especies de LPS que sólo poseen lípido A-core (R-LPS, rough-LPS), 
mientras que las bandas de menor movilidad correspondieron a las especies de LPS que 
poseen además una cadena de antígeno-O unida al lípido A-core (S-LPS, smooth-LPS). Las 
cepas mutantes presentaron todas un mismo patrón electroforético caracterizado por la 
presencia de una banda única de S-LPS, como la de Eme wt y resultaron indistinguibles (no 
mostrado).  
Estos resultados indican que el TCS predicho (SMc02366-SMc02367) no participaría en la 
regulación de la expresión de genes responsables de modificar la carga electrostática o 





Figura 4. 15. Tolerancia a polimixina B de los 
mutantes del TCS SMc02366/SMc02367 
derivados de E. meliloti 2011.  
El ensayo de tolerancia a polimixina B consistió 
en registrar el recuento de células 
sobrevivientes al desafío de polimixina B (20 
μg/ml) luego de una incubación de tres horas. 
El valor graficado (% supervivencia) se obtiene 
de normalizar los valores al registro de células 
supervivientes sin el agregado de polimixina B 
(resuspendidas en solución fisiológica 0,9%). 
Los datos corresponden al promedio de tres 
ensayos independientes con la desviación 
estándar de la media (±SD). El análisis 
estadístico corresponde a un estudio ANOVA 
con valor p<0,1. 
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4.3. Conclusiones 
En este capítulo se dio inicio al abordaje de la construcción de una colección de cepas 
mutantes en RRs isogénicas a E. meliloti 2011. Gracias a una colaboración con la Dra. Becker 
y a través del empleo de herramientas moleculares, se logró contar con 37 mutantes 
generados por la inserción de un plásmido o de un transposón (Tn5) en una región interna 
del gen.  
En una segunda etapa, hemos identificado dentro de dicha colección al RR SMc02366 como 
relevante para la tolerancia de E. meliloti a la acidez. Además para este regulador validamos 
experimentalmente su ubicación dentro de un operón, que también codifica para una 
quinasa SMc02367 y GlnE. Se caracterizó el rol de estos genes en condiciones de crecimiento 
planctónico en acidez, y se encontró que la HK SMc02367 también es requerida para 
mantener la capacidad de la bacteria de crecer en acidez. Se construyeron cepas mutantes 
complementadas donde la expresión constitutiva del RR y la HK verificaron el rol de los 
mismos restaurando el fenotipo de la cepa salvaje. 
Posteriormente, se encontró que estas proteínas comparten, parcialmente, funciones que 
han sido descritas en sistemas homólogos. El TCS de E. meliloti estaría involucrado en 
procesos de tolerancia a cobre al igual que el TCS homólogo CusR/CusS, presente en E. coli; y 
en procesos de tolerancia a hierro y aluminio, como el TCS homólogo PmrA/PmrB de S. 
enterica. Esta última observación resultó sorprendente ya que el motivo ExxE involucrado en 
la unión a hierro y aluminio de la región sensora de PmrB está ausente en la HK SMc02367.  
Dado que la tolerancia de los mutantes a la polimixina B y la estructura de los LPS no 
resultaron distinguibles de los de la cepa salvaje, un rol en la regulación de genes asociados a 
la modificación covalente de LPS bacterianos como ha sido descrito para ciertas 
enterobacterias no estaría presente en E. meliloti,. 
Los mutantes presentados en este capítulo nos permitirán explorar en los capítulos 
siguientes el regulón molecular asociado al TCS predicho SMc02366/SMc02367. 
Posiblemente darán lugar al hallazgo de determinantes que sugieran los procesos biológicos 
de E. meliloti en los que participa y/o regula tanto durante la vida libre como durante la 
asociación simbiótica con alfalfa.  
 
  
5. Utilización de herramientas proteómicas para la búsqueda y caracterización de marcadores 
moleculares afectados por SMc02366 en Ensifer meliloti cultivado a pH ácido  
 
Utilización de herramientas 
proteómicas para la búsqueda y 
caracterización de marcadores 
moleculares afectados por 
SMc02366 en Ensifer meliloti 
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5.1. Introducción 
La ácido tolerancia de los rizobios ha sido considerada como una característica fenotípica 
que influye positivamente en el establecimiento de la simbiosis en condiciones de acidez 
(Howieson y Ewing 1986). Una de las estrategias experimentales que inicialmente ha sido 
empleada para corregir las deficiencias de las asociaciones rizobio-leguminosa en 
condiciones de acidez, fue la de intentar el mejoramiento de las características simbióticas 
de cepas que naturalmente son ácido tolerantes (Richardson y Simpson 1989). Dicha 
aproximación se contrapone a la opción de buscar el mejoramiento de la ácido tolerancia de 
cepas infectivas y eficientes en la FBN en suelos a bajo pH (Glenn y Dilworth 1994). La 
primera estrategia está basada en el mejor conocimiento genético y bioquímico del 
funcionamiento de los genes simbióticos (nod-nif-fix) que el de los genes que determinan la 
ácido tolerancia de los rizobios. Sin embargo es muy posible que los aumentos de la ácido 
tolerancia conseguidos por métodos recombinantes permitan aumentar la supervivencia y el 
desenvolvimiento simbiótico de los rizobios a bajo pH, en particular de E. meliloti que, como 
hemos discutido en la introducción de esta tesis, es muy poco tolerante a la acidez. 
En este contexto, la identificación de determinantes genéticos de tolerancia a la acidez en E. 
meliloti ha sido considerada un punto importante hacia el diseño y generación de bacterias 
recombinantes que tengan mayor persistencia y actividad simbiótica a bajo pH. Sin embargo, 
se ha puesto en evidencia un panorama complejo que requiere de mayor conocimiento 
básico para avanzar en la comprensión de los mecanismos que emplea la bacteria para 
resguardarse de la acidez del medio. Existen algunos genes de E. meliloti que han sido 
identificados como marcadores de tolerancia a la acidez (genes act), cuya mutagénesis 
conduce a fenotipos bacterianos más sensibles a las condiciones de bajo pH en condiciones 
de laboratorio (Tiwari et al. 1996, Reeve et al. 1997, Reeve et al. 1998, Glenn et al. 1999). 
Además, ensayos transcriptómicos (Hellweg et al. 2009), proteómicos y metabolómicos 
(Draghi et al. 2016) han aportado evidencia que indica que la tolerancia a la acidez en E. 
meliloti es un fenotipo multigénico, donde los genes/proteínas/metabolitos participantes 
que han sido identificados corresponden a moléculas asociadas posiblemente a más de una 
función celular y no exclusivamente a determinar el perfil de ácido tolerancia de la bacteria. 
La manipulación racional de la tolerancia a la acidez para el mejoramiento de 
   FJA                                                                        Tesis Doctoral                                                    Capítulo 5 
- 140 - 
 
cepas/inoculantes requerirá entonces de una mayor caracterización genética y funcional de 
los marcadores act.  
Dado el carácter incipiente de nuestro conocimiento sobre los mecanismos fisiológicos que 
determinan las características centrales de tolerancia a la acidez en E. meliloti y con el 
objetivo de avanzar en la caracterización funcional del sistema SMc02366/SMc02367 
predicho en E. meliloti y su relación con la tolerancia a estrés ácido, hemos llevado a cabo un 
abordaje de alcance ómico a través de la determinación de los cambios que suceden en el 
proteoma (este capítulo) y en el metaboloma (capítulo siguiente) de E. meliloti ante la 
ausencia de SMc02366. Se espera que la identificación y cuantificación diferencial de 
proteínas - de membrana y citosólicas – a partir de cultivos batch a pH ácido (5,6) de Eme wt 
y Eme ∆RR permita esclarecer, al menos en parte, los determinantes moleculares del rol 
fisiológico de SMc02366, inferir sus posibles puntos de control sobre la expresión génica y 
los fenotipos que derivan de su actividad.  
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5.2. Resultados y discusión 
5.2.1. Análisis del perfil de expresión diferencial de proteínas obtenidas de 
cultivos de Eme RR y Eme wt en condiciones ácidas 
A partir cultivos bacht en medio mínimo GS a pH 5,60±0,03 (condición subletal) de células de 
Eme wt o Eme ∆RR, obtuvimos las proteínas totales y posteriormente realizamos la 
separación de las mismas en fracciones citoplasmáticas y fracciones de membrana (ver 
Capítulo 2, Sección 2.10.1 y 2.10.2). La fase de crecimiento de los cultivos elegida para 
realizar la cosecha de las células correspondió a la zona de crecimiento exponencial (DO600= 
0,5±0,05) de ambos cultivos. Se eligió esta etapa debido a que: i) en esta zona se registra una 
diferencia significativa de la velocidad de crecimiento entre ambos, y ii) probablemente en 
esta etapa sea máxima la tasa de síntesis de proteínas destinadas a afrontar la condición de 
estrés. En consecuencia, este estadio representa un estado fisiológico de los rizobios 
interesante para avanzar en la comprensión de los mecanismos bioquímicos de base en los 
que SMc02366 esté implicado y en su posible relación con las respuestas de crecimiento, 
tolerancia, y adaptación de los rizobios en el medio ácido extracelular. 
La Figura 5.1 esquematiza los pasos que realizamos para la identificación y cuantificación 
diferencial de proteínas. La electroforesis de geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-
PAGE) (Capítulo 2, sección 2.10.3) nos permitió evaluar la calidad de los extractos proteicos 
obtenidos. La identificación y cuantificación diferencial de proteínas fue realizada utilizando 
un espectrómetro de masa con analizador orbitrap acoplado a un nano-HPLC (LC/MS-MS) 
disponible en nuestro laboratorio como nodo del CEQUIBIEM (Centro de Estudios Químicos y 
Biológicos por Espectroscopia de Masas) prestador de dicho servicio. Las proteínas fueron 
identificadas por el programa Proteome Discoverer (Thermo), normalizadas y visualizadas 
por el programa de libre acceso Perseus (http://www.biochem.mpg.de/5111810/perseus). La 
tecnología que posee el CEQUIBIEM permite separar las proteínas e identificarlas 
simultáneamente en el mismo equipo, permitiendo prescindir de la previa separación de 
proteínas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes bidimensionales. Con este esquema 
de trabajo, el análisis identificó alrededor de 1500 proteínas en las tres réplicas biológicas 
para cada grupo de células, representando este número aproximadamente el 30% del total 
de proteínas predichas en el genoma de E. meliloti. 
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A partir de la información provista por el análisis por LC-MS/MS, centramos en análisis en 
dos grupos de proteínas: i) Proteínas de Clase I, correspondientes a proteínas aumentadas o 
disminuidas en la muestra Eme ∆RR al menos 2 veces - con respecto a Eme wt - y con un 
valor-p estadístico menor o igual a 0,05; y ii) proteínas de Clase II, presentes o ausentes en 
la muestra Eme ∆RR. En general, a proteínas que se manifiestan de esta manera se las 
denomina con el término on (prendida) u off (apagada). El programa Perseus permite 
visualizar la proporción de cambio (FC, Fold Change) y la significancia estadística (valor-p de 
un análisis t-student) de las proteínas denominadas de Clase I en un gráfico que se conoce 
como volcano plot o scatter plot (Figura 5.2). Las proteínas de los cuadrantes superiores (en 
rojo) corresponden a proteínas sobreexpresadas con un FC mayor a 2 (en el eje x del gráfico 
>1) o inhibidas con un FC menor a 2 (en el eje x del gráfico <-1). Ambos grupos poseen una 
significancia estadística de p<0,05 (en el eje y del gráfico >1,3). Las proteínas de Clase II, por 
su parte, no se visualizan por un scatter plot debido a que estas proteínas no pueden ser 
analizadas estadísticamente. Para identificar proteínas de este grupo, fue necesario observar 
con detalle el comportamiento on/off en la lista de todas las proteínas identificadas.  
De esta manera, asignamos 51 proteínas a la Clase I y 12 a la Clase II. Dentro de la Clase I 
encontramos 20 proteínas inhibidas (11 citosólicas y 9 de membrana) y 31 sobreexpresadas 
(20 citosólicas y 11 de membrana) (Tablas 5.1 y 5.2); mientras que dentro de la Clase II, 3 
están on y 9 están off (Tabla 5.3).  
Las Tablas 5.1-5.3 muestran además: identificación de las proteínas correspondiente a la 
asignada en la base de datos UniProt; los ORFs (locus tag) que las codifican; la proporción de 
cambio con respecto a Eme wt; la significancia estadística de un análisis univariado de las 
tres réplicas biológicas (valor-p); y una breve descripción del rol biológico propuesto.   
Para comenzar con el análisis funcional de las mismas, realizamos una rápida clasificación de 
las proteínas agrupándolas según características funcionales comunes. Para este análisis, es 
frecuente agrupar las proteínas en grupos cuyos genes han evolucionado a partir de un 
ancestro común. Estos grupos de genes ortólogos (COG, Cluster of Orthologous Groups of 
proteins) (Tatusov et al. 1997; Tatusov et al. 2003), a los que se los asigna con una letra 
mayúscula, se los asignamos a las proteínas identificadas utilizando el servidor on line 
EggNOG (http://eggnogdb.embl.de/#/app/home). Las 63 proteínas de las Clases I y II fueron 
agrupadas en los siguientes grupos (Tablas 5.1-5.3): M, biogénesis de la membrana (13 
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miembros); S, función desconocida (9); G, metabolismo y transporte de carbohidratos (6); P, 
metabolismo y transporte de iones inorgánicos (5); T, mecanismo de traducción de señales 
(5); E, metabolismo y transporte de aminoácidos (4); U, transporte intracelular (2); N, 
movilidad (2); J, traducción de proteínas (2); O, recambio de proteínas y modificación 
postraduccional (3); I, metabolismo de lípidos (1); V, mecanismos de defensa (1); F, 
transporte y mecanismos de defensa (1); L, replicación y reparación del ADN (1); D, control 
del ciclo celular (1). Cinco proteínas no pudieron ser asignadas en ningún grupo (n.a.). 
Con el objeto de ahondar aún más en la asignación funcional de las proteínas, utilizamos la 
base de datos KEEG (http://www.genome.jp/kegg/); el motor de búsqueda de proteínas 
homólogas BLASTP; y la bibliografía reportada, para ampliar la información de las proteínas 
de Clase I y Clase II que nos brindó inicialmente el programa Proteome Discoverer. Este 
análisis contibuyó a caracterizar el conjunto de funciones bioquímicas cuya actividad es 
regulada o afectada (directa o indirectamente) por SMc02366. Para cada uno de los 
marcadores se realizaron entonces búsquedas de similitud de secuencia con dominios y/o 
proteínas de función conocida. Se presenta a continuación una breve descripción de las 
funciones asignadas in silico y del estado del arte de los trabajos relacionados reportados en 
bacterias en general y en rizobios en particular.  
Antes de comenzar a discutir los resultados es importante tener en cuenta que el diseño 
experimental que empleamos permite identificar proteínas afectadas en el rizobio por la 
ausencia/presencia de SMc02366 tanto en estrés ácido como en forma independiente del 
pH. Ciertamente, será necesario realizar en el futuro un estudio para evaluar el perfil de 
expresión diferencial de proteínas asociadas al crecimiento de  
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Eme ∆RR vs Eme wt en condiciones de neutralidad para poder identificar el proteoma de 
expresión diferencial en función de la condición de pH del medio.  
Figura 5. 1. Esquema de trabajo realizado para la identificación y cuantificación 
diferencial de proteínas.  
Además del esquema de trabajo llevado a cabo para los análisis de proteínas por LC/MS-
MS, esta figura muestra geles SDS-PAGE 13% para evaluar la calidad de proteínas 
citosólicas (A) y de membrana (B) obtenidas de cultivos Eme wt (calles 1-3; 7-9) o Eme 
∆RR (calles 4-6; 10-12). C= flagelinas purificadas de B. japonicum utilizadas como control 
interno de la técnica (60 y 30 KDa). 
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5.2.2. Proteínas de Clase I reprimidas en el mutante E meliloti ∆RR  
Proteínas involucradas en el metabolismo del carbono 
Pgi: Glucosa-6-P isomerasa. Esta enzima cataliza la conversión de fructosa-6-fosfato en 
glucosa-6-fosfato, necesaria para la catálisis de la fructosa por la vía Entner-Doudoroff de E. 
meliloti. Se ha reportado que la ausencia de este gen en E. meliloti imposibilita la utilización 
de fructosa como única fuente de carbono (Arias et al. 1979).  
 Figura 5. 2. Gráfico tipo volcano plot utilizado en la visualización de proteínas 
diferencialmente expresadas.  
Este gráfico muestra la distribución de la abundancia de proteínas citosólicas 
obtenidas de células de Eme ∆RR cultivadas en medio mínimo GS pH 5,60 con 
respecto a proteínas citosólicas obtenidas de Eme wt obtenidas en a la misma 
condición. Proteínas con una proporción de cambio (FC, Fold Change) mayor a 0 
están sobre expresadas y las que tienen un FC<0 están inhibidas. El eje y 
corresponde a la significancia estadística del análisis univariado t-student para cada 
proteína (valor p). En rojo se muestran las proteínas (indicadas según su código de 
acceso) con -2<FC<2 (en el gráfico -1<log2FC<1) y con valor p<0,05 (en el gráfico 
log10p>1,3) que corresponde al valor de corte que se utilizó este estudio. Los datos 
presentados corresponden al análisis estadístico de 3 muestras biológicas para cada 
cepa. 
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SMb21214: Este locus se identificó inicialmente en un estudio funcional de un cluster de 
genes presentes en E. meliloti responsables de la síntesis de EPSII. Nuestro análisis 
bioinformático asigna a esta proteína una actividad 2-desoxiglucosa-6-P fosfatasa, 
coincidente a lo que reportan otros autores (Becker et al. 1997).  
Proteínas asociadas al metabolismo de lípidos 
SMc00552/PssA: Fosfatidil-serina sintasa A. Enzima involucrada en la síntesis de 
fosfoetanolamina, fosfolípido de membrana de E. meliloti (Sohlenkamp et al. 2004).  
Proteínas asociadas a la degradación de proteínas 
DegP1: Serin-proteasa que se localiza en periplasma. En enterobacterias su función está 
relacionada con la degradación de proteínas del espacio periplásmico mal plegadas debido a 
situaciones de estrés (Danese et al. 1995). En E. meliloti, la función de DegP1 no es esencial 
para el desarrollo de una simbiosis exitosa con el hospedador. Mutantes knock out, E. 
meliloti degP-, fueron capaces de desarrollar nódulos fijadores de nitrógeno en M. sativa 
(Glazebrook et al. 1996). Recientemente, Draghi y colaboradores (2016) han reportado en 
cultivos contínuos de E. meliloti a pH ácido un aumento tanto en la transcripción de este gen 
como en los niveles de esta proteína. 
ClpP3: Serin-proteasa dependiente de ATP que forma un complejo multimérico con las 
proteínas ClpX. El complejo ClpXP tiene un rol activo en la degradación de proteínas mal 
plegadas (Baker y Sauer 2012). 
Proteínas de transporte 
EmrA: Constituye una bomba MDR (del inglés Multidrug Resistance) (Li et al. 2009) junto con 
EmrB. Se ha reportado que la transcripción de la bomba EmrAB se induce por compuestos 
flavonoides en E. meliloti (Rossbach et al. 2014).  
SecY: Subunidad mayor del complejo SecYEG involucrado en direccionamiento y la 
translocación de proteínas al exterior celular. Las proteínas SecA y SecB son las encargadas 
de unirse a las proteínas recién sintetizadas y direccionarlas hacia el canal SecYEG. En 
nuestros ensayos proteómicos se detectó expresión diferencial sólo para SecY.  
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SMa2337/RhtX: Proteína de membrana encargada del transporte de rizobactina, sideróforo 
producido por E. meliloti. Los sideróforos son producidos por las bacterias en condiciones de 
bajas concentraciones de Fe+3 para lograr la captación de este metal. La rizobactina, no 
esencial para la simbiosis, contribuye a la eficiencia de la FBN en condiciones de bajas 
concentraciones de hierro (Barton et al. 1992, 1996). La proteína RhtX posee alto grado de 
homología con la familia bombas de membrana tipo MFS (Major Facilitator Superfamily). 
SMc00265: Proteína de periplasma que forma parte de un transportador tipo ABC para el 
transporte de ácidos oxovalérico y oxobutírico. Los ORFs contiguos que codifican para los 
restantes componentes del sistema, no han manifestado una expresión diferencial en estos 
estudios. 
SMc01457/AcrB: Junto con AcrA (que en estos ensayos fue incluido en los marcadores Clase 
II – off - ; ver Sección 5.2.4) constituyen una bomba MDR. Originalmente se la ha asignado 
como responsable de la resistencia a acriflavina. De ahí su acrónimo, Acriflavin Resistance. 
MscK (Mechanosensitive Channel): Proteína de membrana que constituye un canal que se 
abre en respuesta a un incremento de la tensión de la membrana. Los canales MS 
(Mechanosensitive) juegan un papel importante en la regulación de la presión de turgencia 
de la membrana cuando una célula, previamente creciendo en un medio hipertónico, es 
expuesta a un medio hipotónico (estrés osmótico que se conoce como downshock). El estrés 
por downshock produce un aumento de la entrada de agua al citosol y los canales MS 
responden a la presión de turgencia justo antes que la pared celular se dañe (Levina et al. 
1999). La apertura de estos canales facilita la salida de metabolitos desde el interior celular 
contrarrestando de esta manera la presión sobre la membrana que genera la entrada de 
agua (Berrier et al. 1992). En rizobios en particular, el rol de estos canales en vida saprofítica 
y simbiótica aún no ha sido explorado.  
Proteínas involucradas en la transmisión de señales 
SMa0137: Proteína con dos regiones transmembrana que delimitan un dominio CHASE 
periplasmático. La región intracelular posee un dominio GGDEF y un dominio EAL. En 
muchas bacterias, la transición entre una forma de vida móvil a una forma de vida sésil (con 
capacidad de formar biofilms) está regulada por mecanismos que responden a la 
concentración intracelular del segundo mensajero 3´,5´-GMP bicíclico (c-di-GMP, 3´,5´-Cyclic 
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di-GMP). La síntesis y la degradación de este compuesto están estrictamente reguladas por 
enzimas con actividad guanilato ciclasa en los dominios GGDEF y por enzimas 
fosfodiesterasas de los dominios EAL. En Rhizobium etli y Rhizobium leguminosarum, se ha 
descripto que la producción heteróloga de c-di-GMP resulta en un aumento de la síntesis de 
EPS, de la formación de biofilms y de la adhesión a raíz; y a su vez disminuye la eficiencia 
simbiótica y la capacidad de natación (swimmimg) de la bacteria (Pérez-Mendoza et al. 
2014). El grupo de la Dra. Becker investigó el papel de 22 proteínas de E. meliloti que 
estarían asociadas con la síntesis, degradación o unión de c-di-GMP. Las mutaciones 
individuales en estos genes no causaron cambios evidentes en la formación de biofilms, 
motilidad, o biosíntesis de EPS. Por el contrario, la manipulación de los niveles de c-di-GMP 
por sobreproducción endógena o heteróloga de las diguanilato ciclasas o las fosfodiesterasas 
afectaron estos procesos y la acumulación de N-acil-homoserina lactonas en el 
sobrenadante del cultivo. A su vez, una cepa de E. meliloti que no produjo niveles 
detectables de c-di-GMP resultó más sensible al estrés ácido que la cepa salvaje. Sin 
embargo, fue simbióticamente eficiente, no vio afectada su movilidad y redujo solo 
ligeramente la formación de biofilms (Schäper et al. 2016).  
SMc00765/McpZ: Las proteínas MCP (Methyl-accepting Chemotaxis Proteins) detectan 
sustancias beneficiosas o nocivas e inician en la célula mecanismos de traducción de señales 
que resultan en un cambio de la dirección de swimming de la bacteria. Las MCP son 
generalmente proteínas de membrana que poseen en la región citosólica dominios que 
experimentan una metilación controlada conjuntamente por enzimas metiltransferasas 
(como CheR) y metilesterasas (como CheB1). Las MCP metiladas regulan la actividad de la HK 
CheA que tiene acción sobre el RR CheY2. CheY2 fosforilada modifica la velocidad de 
rotación del flagelo, y con ella la dirección de swimming (Scharf y Schmitt 2002). McpZ, junto 
con McpU (proteína de Clase II – off -, Sección 5.2.4), son 2 de las 8 MCP codificadas en el 
genoma de E. meliloti. 
CheY2: En E. meliloti, la respuesta a sustancias quimoatrayentes o quimorepelentes está 
mediada en términos generales por la HK CheA y los RRs CheY2 y CheY1. CheY2 fosforilado 
por CheA (CheY2-P), interactúa con la región citoplasmática del motor flagelar modificando 
la velocidad de rotación del flagelo. El sistema se inactiva cuando, modulado por CheY1, 
CheY2-P retorna el fosfato a CheA (Scharf y Schmitt 2002).    
   FJA                                                                        Tesis Doctoral                                                    Capítulo 5 
- 149 - 
 
La metilesterasa CheB1, codificada contigua a CheY2, se identificó como proteína de Clase II 
- off - (Sección 5.2.4). 
SMc01042/NtrB: Histidina quinasa del TCS NtrC/NtrB. Si bien este TCS es requerido para la 
fijación de N2 y para la expresión de los genes nif en Klebsiella pneumoniae y en 
Azorhizobium caulinodans (Patriarca et al. 2002), el TCS homólogo NtrB/NtrC no es esencial 
para la fijación simbiótica de nitrógeno en E. meliloti o Bradyrhizobium japonicum (Patriarca 
et al. 2002). Recientemente, se demostró que la expresión del asRNA mmgR está regulada 
en E. meliloti 2011 positivamente por NtrC y negativamente por AniA. Se cree que el 
promotor del asRNA mmgR integraría señales del metabolismo de C y N a través de, al 
menos, los reguladores globales NtrC y AniA para proporcionar un nivel óptimo del asRNA 
mmgR que permita ajustar post-transcripcionalmente la expresión génica según la 
disponibilidad variable de C y N (Ceizel Borella et al. 2018). 
Otras funciones 
SMa1077/Nex18: Esta proteína, aún no caracterizada en profundidad en rizobios, posee alta 
homología con la proteína de adhesión celular fasciclina I de Drosophila melanogaster (Elkins 
et al. 1990). Se ha descripto un aumento significativo de la transcripción de este ORF en 
etapas intermedias de la interacción de E. meliloti-M. sativa; y que la mutación en este gen 
produce una mezcla de nódulos fijadores y no fijadores, resultando en plantas hambreadas 
de nitrógeno (Oke y Long 1999). Esta proteína podría actuar directa o indirectamente en la 
adhesión de la bacteria en el nódulo (Oke y Long 1999). Posteriormente, Hellweg y 
colaboradores (Hellweg et al. 2009) encontraron que la transcripción de este gen se induce 
en respuesta a la exposición de E. meliloti a condiciones ácidas. Esta última evidencia, junto 
con nuestros resultados, sugieren que el RR SMc02366 podría ejercer algún tipo de control 
sobre la expresión de esta proteína.  
5.2.3. Proteínas de Clase I sobre-expresadas en el mutante E. meliloti ∆RR 
Proteínas involucradas en el metabolismo del carbono 
IlvD1: Galactonato deshidratasa. Involucrada en la degradación de galactosa por medio de la 
vía De Ley-Doudoroff de E. melioti. El loci que codifica esta enzima posee 5 genes, todos 
formando parte de las primeras etapas de ésta vía (Geddes y Oresnik 2012). Una de ellas, 
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DgoK1 - con actividad 2-ceto-3-desoxigalacto quinasa - mostró un comportamiento similar a 
IlvD1 en nuestros estudios (FC: 1,8; valor-p: 0,003). Geddes y Oresnik (2012) reportaron que 
DgoK1 es necesaria para metabolizar galactosa, mientras que IlvD1 es dispensable. Estos 
autores indican además que la incapacidad de catabolizar galactosa correlaciona con un 
aumento de la competencia por la nodulacion 
Pgl: Fosfogluconolactonasa. Esta enzima cataliza la conversión de 6-fosfoglucolactona en 6-
fosfogluconato. La 6-fosfoglucolactona deriva de la oxidación de glucosa-6-fosfato en las 
primeras reacciones de la vía Entner-Doudoroff (ED). pgl está flanqueado en el genoma por 
genes que codifican para las enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Zwl) que actúa 
primero a Pgl en la vía ED, y 6-fosfogluconato deshidratasa (Edd) que actúa después (Barra et 
al. 2003). La organización génica zwl-pgl-edd sugeriría niveles de expresión similares para las 
3 proteínas. En nuestros análisis, sólo Edd (FC: 1,8; valor-p: 0,006) mostró un 
comportamiento similar a Pgl. 
SMc02114: Proteína no caracterizada con actividad hidrolasa. Las enzimas con esta actividad 
intervienen en procesos catabólicos, al hidrolizar enlaces C-O, C-N y C-C. 
ExoA y ExoN (exopolysaccharide biosynthesis): Proteínas con actividad glicosil transferasa. 
Forman parte del operon exoHKLAMONP cuyos genes son necesarios para la síntesis de 
succinoglicano (EPSI) (Becker et al. 1993). Hellweg y colaboradores (Hellweg et al. 2009) 
realizaron un análisis global del curso temporal de la respuesta transcriptómica en E. meliloti 
después de pasar las células bacterianas de pH neutro a pH ácido y encontraron que la 
transcripción de casi todos los genes del cluster exo aumenta al exponer a la bacteria a 
condiciones ácidas.  
ExoF: Proteína de membrana encargada de translocar hacia el exterior celular los 
exopolisacáridos sintetizados en la cara interna de la membrana (Staehelin et al. 2006). Las 
polimerasas ExoP y ExoQ que intervienen en dicha síntesis, no tuvieron una expresión 
diferencial.  
Proteínas asociadas al metabolismo de lípidos 
SMc00582/LptD: Proteína de membrana que forma un complejo con LptE (LptDE) encargado 
de ensamblar LPS en la membrana (Botos y Buchanan 2017) 
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SMc01845/MltB2: Basándonos en sus dominios conservados, es una proteína asociada a la 
membrana con actividad hidrolítica sobre los enlaces del ácido mureínico de la pared celular 
(Krogh y Devine 1998). Draghi y colaboradores (2016) han reportado en cultivos contínuos 
de E. meliloti a pH ácido un aumento de este marcador tanto a nivel transcriptómico como 
proteómico. 
Proteínas asociadas a la biosíntesis de proteínas 
RpmF y RpsR: Proteínas que forman parte de la subunidad 50S y 16S, respectivamente. 
SMc01173/AlaS2 y SMc02723/QueF: Involucradas en el metabolismo de tRNAs (ARN de 
transferencia). 
Proteínas vinculadas al metabolismo de ácidos nucleicos 
SMc04124/Cdd: Cataliza la hidrolisis de citidina para dar uridina y amonio como productos 
(Lund, 2014). Probablemente el amonio asi generado sea utilizado en el citosol para el 
mantenimiento del pHi al generar iones amonio. 
SMc01877/RecN: Proteína involucrada en la reparación del ADN. 
Proteínas de transporte 
AglE (alpha-glucoside binding protein): es una proteína de unión a solutos integrante de un 
sistema de transporte de tipo ABC con afinidad por α-glucósidos. Este sistema es el principal 
responsable del transporte de sacarosa, además del transporte de trehalosa y maltosa (Willis 
y Walker 1999). Esta proteína está codificada en el operón aglEFGAK. aglF, aglG y aglK 
codifican para proteínas integrales de membrana encargadas de transportar α-glucosidos 
hacia el interior celular. AglA posee actividad glucosidasa (Willis y Walker 1999). De todos 
ellos, sólo AglE fue hallado con una expresión diferencial en nuestros estudios.   
SMa0585/NrtA: una proteína de unión a soluto con afinidad por iones nitrato integrante de 
un sistema de transporte de tipo ABC. Las demás proteínas que componen el sistema, no 
han sido detectadas como diferenciales. 
SMc01657/FhuA2: Cuiv y colaboradores (2008) han sugerido la presencia de un segundo 
sistema de adquisición de hemo en E. meliloti (Cuiv et al. 2008). Este organismo también 
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puede adquirir hierro a partir de los xenosideróforos y se ha propuesto a fhuA1 y fhuA2 
como los genes que codifican los receptores de la membrana externa para ferricromo y 
ferrioxamina B, respectivamente.  
RopA1: Basándonos análisis in silico esta proteína corresponde al grupo de las porinas, 
proteínas que atraviesan la membrana varias veces y forman un pequeño canal que permite 
el paso de pequeños metabolitos a través de la membrana externa. En E. meliloti, esta 
proteína ha sido caracterizada como necesaria para la unión y posterior infección de los 
bacteriofagos M12 y N3 (Crook et al. 2013). 
DppA1: es una proteína de unión a soluto integrante de un sistema de transporte de tipo 
ABC. Han sido caracterizados tres sistemas de transporte ABC involucrados en la captación 
de oligopéptidos por E. meliloti, y se han observado interacciones complejas entre los tres 
sistemas a nivel transcripcional: opp se regula positivamente a través de DppA1, mientras 
que dpp1 está negativamente regulado a través de DppA1. Además, se ha determinado que 
estos sistemas de transporte no son esenciales para el establecimiento de la simbiosis 
fijadora de nitrógeno con la alfalfa (Nogales et al. 2009).  
SMc02118/AapJ: es una proteína de unión a soluto de un sistema de transporte general de 
aminoácidos de tipo ABC. Se ha reportado en E. meliloti que el doble mutante de deleción 
livK- / aapJ- no está alterado en la simbiosis con alfalfa (Prell et al. 2010). 
SMc02274/RkpU: Proteína de membrana involucrada en la exportación de KPS (polisacáridos 
de la cápsula). En la literatura se ha descripto que la ausencia de este gen en E. meliloti 
repercute en fenómenos de competencia por la nodulación en alfalfa (Pobigaylo et al. 2008). 
Proteínas asociadas a estrés 
SMc01585/CspA3 y SMa0181/CspA7 (csp, Cold Shock Protein): Pequeñas proteínas cuya 
transcripción se induce en condiciones de shock frío. En E. meliloti, mediante mutagénesis 
por transposición, se identificaron varias copias homólogas al principal gen de shock frío 
cspA de E. coli (O’Connell y Thomashow 2000). En E. coli CspA tiene la capacidad de unirse al 
ARNm y prevenir la formación de estructuras secundarias del ARNm, naturalmente 
favorecidas a bajas temperaturas (Jiang et al. 1997).  
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5.2.4. Proteínas diferenciales de Clase II  
Proteínas de transporte 
SMc02739/ChoV: Proteína de unión a soluto integrante de un sistema de transporte de tipo 
ABC involucrado en la captación de colina. La captación de colina por rizobios es importante 
desde dos aspectos. En primer lugar la colina es el precursor de fosfatidilcolina, fosfolípido 
principal de la membrana de la familia Rhizobiaceae y necesario para el crecimiento normal 
de miembros de este grupo (de Rudder et al. 2000). En segundo lugar, la capacidad de E. 
meliloti de utilizar colina como fuente de carbono es una ventaja para los bacteroides 
diferenciados, ya que pueden metabolizar este compuesto presente en nódulos y en 
simbiosomas (Dupont et al. 2004; Poggi 2003). 
SMa1447: Proteína de membrana no caracterizada correspondiente a la familia de bombas 
MFS (Reddy et al. 2012) 
SMc04350/MacA: MacAB forma parte una bomba MDR de tipo ABC (Eda et al. 2011). 
SMc04351/MacB: MacAB forma parte una bomba MDR de tipo ABC (Eda et al. 2011). 
SMc01458/AcrA: Junto con AcrB (Sección 5.2.2) constituyen una bomba MDR. Originalmente 
se la ha asignado como responsable de la resistencia a acriflavina. De ahí su acrónimo, 
Acriflavin Resistance. 
Proteinas involucradas en la transmisión de señales 
SMc03010/CheB1: Proteína con actividad metilesterasa que actúa modulando los niveles de 
metilación de las proteínas MCP, involucradas en procesos de quimiotaxis (Scharf y Schmitt 
2002). Ver también CheY2, Sección 5.2.2 
SMc00975/McpU: Junto con McpZ (ver Sección 5.2.2), es una de las 8 proteínas MCP que 
posee E. meliloti. Las MCP son proteínas de membrana que experimentan metilación 
enzimática en los dominios citosólicos en respuesta a sustancias atrayentes o repelentes. 
Modulan la actividad de la HK CheA que tiene acción regulatoria sobre el RR CheY2. CheY2 
fosforilada modula la velocidad de rotación del flagelo y cambia en consecuencia la dirección 
de swimming de la bacteria (Scharf y Schmitt 2002).  
 









Valor-p Descripción Localización COG 
DegP Q52894 SMc02365 10,4 6x10
-5 
Proteasa de localización 
periplasmica. 
Citosol O 
McsK Q92RE2 SMc00028 8,8 0,047 
Canal que interviene en la regulación 
de la turgencia celular. 
Membrana M 
AcrB Q92NP7 SMc01457/acrB 7,9 0,003 Bomba de expulsión de drogas. Membrana P 
Nex18 Q92ZA8 SMa1077/nex18 7,3 0,027 Peptido que se induce en simbiosis. Citosol n.a 
- Q92RX8 SMc00765/mcpZ 5,3 0,007 Proteína asociada a quimiotaxis. Membrana S 
Pgi Q92LS5 SMc03139 5,1 0,004 Glucosa-6-P-isomerasa. Citosol M 
- Q92JX8 SMc03977 4,3 0,023 Función desconocida. Citosol n.a 
- Q930X2 SMa0137 3,6 0,039 Diguanilato ciclasa/fosfodiesterasa. Membrana T 
NtrB Q52977 SMc01042/ntrB 3,4 0,038 Histidina quinasa del TCS NtrB/NtrC. Citosol T 
- Q7APE0 SMc00552/pssA 3,3 0,028 Fosfatidilserina sintasa. Membrana I 
SecY Q92QF0 SMc01289/secY 3,2 0,019 
Subunidad principal del canal de 
translocación de proteínas SecYEG. 
Membrana U 
CheY2 Q7APF1 SMc03011/cheY2 3,1 0,027 
Regulador de respuesta involucrado 
en mecanismos de quimotaxis. 
Citosol T 
FliF O54239 SMc03014/fliF 3,0 0,009 Proteína "M-ring" del flagelo. Membrana N 
ClpP3 Q9X7L1 SMc02720/clpP3 2,5 0,004 Proteasa dependiente de ATP. Citosol O 
Tabla 5. 1. Lista de proteínas de Clase I reprimidas en el mutante Eme ∆RR.  
Las proteínas se obtuvieron de células cultivadas en medio mínimo GS a pH: 5,6 (proporción de cambio mayor a 2 y valor-p menor a 0,05). 












Valor-p Descripción  Localización COG 
RpmF Q92L25 SMc03881/rpmF 7,5 0,016 
Proteína L30 de la subunidad ribosomal 
50S. 
Citosol J 
- Q92KC7 SMc01173/alaS2 7,4 0,040 
Involucrada en la síntesis de alanil-
ARNt. 
Citosol S 
LptD Q92KG5 SMc00582/lptD 6,3 0,001 
Proteína involucrada en el ensamblado 
de LPSs en la superficie de la 
membrana. 
Membrana M 
ExoA P33691 SMb20957/exoA 6,1 0,026 
Glicosiltransferasa involucrada en la 









Valor-p Descripción Localización COG 
EmrA Q92LW4 SMc03168 2,5 0,017 Bomba de expulsión de drogas. Membrana V 
RhtX Q92XI7 SMa2337/rhtX 2,3 0,012 Proteína de transporte de 
sideróforos. 
Membrana n.a. 
- Q92V36 SMb21214/orf24 2,2 0,034 2-desoxiglucosa-6-P-fosfatasa. Citosol S 
MinC Q92TY9 SMb21524/minC 2,1 0,011 
Proteína involucrada en la división 
celular. 
Citosol D 
- Q92PP3 SMc00265 2,0 0,020 
Proteína de periplasma involucrada 
en el transporte de ácido oxobutírico 
y oxovalérico.  
Citosol G 
- P56893 SMc00090/cysN 2,0 0,029 Sulfato adenililtransferasa.  Citosol P 
n.a.: no asignado. 
Tabla 5. 2. Lista de proteínas de Clase I sobre-expresadas en el mutante Eme ∆RR.   
Las proteínas se obtuvieron de células cultivadas en medio mínimo GS a pH: 5,6 (proporción de cambio mayor a 2 y valor-p menor a 0,05). 
Tabla 5.1. Continuación. 









Valor-p Descripción Localización COG 
ExoN P33696 SMb20960/exoN 4,7 0,001 
Glicosiltransferasa involucrada en la 
síntesis del EPSI. 
Membrana G 
- Q92VZ1 SMb20816 3,7 0,005 Función desconocida. Membrana M 
CspA3 Q92N86 SMc01585/cspA3 3,5 0,040 
Involucrada en la respuesta al shock 
frío. Interviene en la regulación de la 
transcripción. 
Citosol K 
- Q7ANQ7 SMb21310 3,5 0,017 Función desconocida. Membrana n.a. 
- Q92K28 SMc01549 3,2 0,015 Función desconocida. Citosol n.a. 
AglE Q9Z3R5 SMc03061/aglE 3,0 0,017 
Proteína de periplasma involucrada en 
la incorporación de sacarosa, maltosa o 
trehalosa. 
Citosol G 
- Q92TC5 SMc02761/trxA 2,9 0,016 Tioredoxina. Citosol O 
- Q92ZZ1 SMa0585/nrtA 2,8 0,003 Proteína de periplasma involucrada en 
el transporte de nitrato.  
Citosol P 
- Q926C6 SMc01657/fhuA2 2,7 0,016 Proteína de transporte de sideróforos Membrana P 
- Q92T52 SMc04124/cdd 2,6 0,020 
Citidina deaminasa. Produce uridina y 
amonio a partir de citidina. 
Citosol F 
Cspa7 Q930U8 SMa0181/cspA7 2,6 0,0012 
Involucrada en la respuesta al shock 
frío. 
Citosol K 
- Q92KE5 SMc00996 2,6 0,008 
Carboxipeptidasa con acción en 
peptidoglicanos. 
Membrana M 
RopA1 Q92R60 SMc02396 2,5 0,018 
Porina que permite el paso de 
metabolitos. 
   Membrana    M 
Tabla 5.2. Continuación. 









Valor-p Descripción  Localización COG 
- Q92S89 SMc02226 2,4 0,042 Función desconocida. Citosol S 
- Q92RW0 SMc00786/dppA
1 
2,3 0,0007 Transportador de tipo ABC. Membrana E 
IlvD1 Q92RP0 SMc00884/ilvD1 2,3 0,024 
Proteína involucrada en el 
catabolismo de galactosa. 
Citosol E 
Pgl Q9Z3S1 SMc03069/pgl 2,3 0,026 




- Q92RB2 SMc00453 2,3 0,023 Función desconocida. Citosol S 
- Q92Q71 SMc02118/aapJ 2,2 0,0042 Transportador de tipo ABC. Membrana E 
- Q92S50 SMc02274/rkpU 2,2 0,046 Proteína de transporte de 
polisacáridos. 
Membrana M 
- Q92UU7 SMb21549/thtR 2,2 0,0052 Tiosulfato-cianida transulfurasa. Citosol P 
RecN Q92NM7 SMc01877/recN 2,1 0,0040 Involucrada en la reparación del ADN. Citosol L 
ExoF Q02728 SMb20945/exoF 2,1 0,0004 Proteína involucrada en la síntesis del 
EPSI. 
Citosol M 
- Q92NK3 SMc01845/mltB2 2,1 0,020 
Transglicosilasa que actúa en la 
hidrólisis de ácido murámico. 
Citosol M 
- Q92N45 SMc02723/queF 2,1 0,0101 
Enzima involucrada en la modificación 
de ARNt. 
Citosol    S 
RpsR Q92QZ8 SMc00567/rpsR 2,0 0,030 
Proteína S18. Forma parte de la 
subunidad 16S del ARNr. 
Citosol    J 
- Q92Q67 SMc02114 2,0 0,042 Proteína con actividad hidrolasa. Citosol   S 
Tabla 5.2. Continuación.  
n.a.: no asignado. 







Locus tag/gen localización on/off Descripción  COGs 
- Q92YS3 SMa1447 Membrana off Transportador de solutos G 
MacA Q92NV0 SMc04350/macA Membrana off Bomba de expulsión de drogas M 
MacB Q92NU9 SMc04351/macB Membrana off Bomba de expulsión de drogas M 
- Q92RJ4 SMc00975/mcpU Membrana off Proteína involucrada en quimiotaxis S 
- Q92N35 SMc02739/choV Citosol off Transportador de tipo ABC  E 
- Q92NP6 SMc01458/acrA Citosol off Bomba de expulsión de drogas M 
FlgK Q92RZ2 SMc03048/flgK Citosol off Proteína asociada al gancho del flagelo N 
- Q92R88 SMc02366 Citosol off Regulador de respuesta T 
- Q52883 SMc03010/cheB1 Citosol off Regulador de respuesta involucrado en quimiotaxis T 
- Q92KJ4 SMc00096 Membrana on Función desconocida S 
- Q92KL8 SMc00924 Citosol on Función desconocida M 
- Q92T41 SMc04111/cpaC1 Citosol on Proteína involucrada en el ensamblado del pili  U 
 
Tabla 5. 3. Proteínas de Clase II. Proteínas presentes o ausentes (on/off) en Eme ∆RR (respecto a Eme wt). 
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5.3. Conclusiones 
En este capítulo hemos presentado el abordaje al estudio del regulón del SMc02366 a nivel 
proteómico. Con esta estrategia hemos evaluado los cambios globales en la expresión génica 
producto de la mutación en el regulador transcripcional SMc02366. 
La misma nos ha permitido reconocer y describir un conjunto de marcadores diferenciales 
que están vinculados y participan de diversos procesos metabólicos celulares. Esta 
observación refleja claramente la naturaleza de regulador transcripcional y da sustento al 
uso de aproximaciones ómicas como la que hemos utilizado. El análisis proteómico ha 
permitido identificar una lista de especies moleculares cuyo patrón de expresión puede ser 
asociado con el crecimiento de los rizobios en ausencia del regulador. Intentamos explorar 
posibles correlaciones funcionales que permitan explicar la presencia de los diferentes 
marcadores observados en el contexto de una respuesta celular en la condición ensayada 
(estrés ácido). Para ello, hemos analizado la función bioquímica de cada uno de los 
marcadores, y agrupado los mismos de acuerdo a su pertenencia a los grupos de genes 
ortólogos (COG) (Tablas 5.1, 5.2 y 5.3). Dichos grupos incluyen a las proteínas en categorías 
funcionales teniendo en cuenta las relaciones ortólogas entre las mismas, asumiendo que 
dichas proteínas evolucionaron a partir de un ancestro común a través de eventos de 
duplicación y especiación. 
En el conjunto de proteínas celulares de Eme ∆RR se identificaron 51 proteínas (Clase I) 
significativamente alteradas en sus niveles respecto a la cepa salvaje y 12 proteínas 
resultaron ausentes o presentes (Clase II). En total se detectaron 63 proteínas que podrían 
estar reguladas ya sea a través de una intervención directa o como consecuencia 
fisiológica de los efectos primarios del regulador. SMc02366 actuaría, al menos, 
induciendo la expresión de 29 proteínas y modulando en forma negativa otras 34. Estas 
proteínas están vinculadas con una gran variedad de procesos metabólicos relacionados con 
el metabolismo central del carbono, el recambio de proteínas, el transporte de metabolitos 
a través de la membrana, y procesos de quimiotaxis. Como comentamos en la introducción, 
los RRs en general pueden actuar como activadores o como represores de la transcripción 
génica.  
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No hemos encontrado evidencia a favor de que los marcadores moleculares ya reportados 
en rizobios e involucrados directamente en la tolerancia a la acidez o a estrés por cobre 
estén asociados a la regulación de SMc02366. Los genes phrR, gshB, exoH, exoR, actA, lpiA, 
actS, actR y actP, han sido reportados como genes que intervienen en mecanismos de 
tolerancia a la acidez (Glenn et al. 1999; Reeve et al. 1998; Riccillo et al. 2000; Tiwari et al. 
1996). De todos ellos, solo la proteína ActS, que forma parte de la histidina quinasa del TCS 
ActS/ActR, presentó una expresión diferencial en nuestros estudios (reprimida con un 
FC=2,2) pero no fue incluido en el análisis por tener un significancia estadística por fuera del 
punto de corte elegido (valor-p=0,08). Estos resultados sugieren que SMc02366 intervendría 
en mecanismos de tolerancia a la acidez distintos a los que ya han sido descriptos.  
En relación a la marcada sensibilidad a cobre de los mutantes del TCS SMc02366/SMc02367 
(Capítulo 4, Sección 4.2.8), nuestros resultados sugieren que el RR SMc02366 no tendría 
acción regulatoria sobre las cinco Cu+-ATPasas codificadas en E. meliloti descriptas y 
caracterizadas en el grupo del Dr. Argüello (Patel et al. 2014), encargadas de exportar el 
exceso de Cu+ de la célula y de constituir  una línea vital de defensa frente a concentraciones 
tóxicas de Cu+ (Argüello et al. 2011; Argüello et al. 2013; Munson et al. 2000).  
El impacto negativo en los niveles de la proteasa de localización periplásmica DegP1 en Eme 
∆RR (disminuída con un FC= 10,8; valor p= 6x10-5) resultó consistente con los aumentos 
transcripcionales y traduccionales de este gen - y del RR SMc02366 - que han sido 
reportados en estudios ómicos de E. meliloti en situaciones de estrés ácido (Draghi et al. 
2016; Hellweg et al. 2009) y en estudios transcriptómicos de secciones de nódulos (Roux et 
al. 2014). Este hallazgo sugiere que en condiciones ácidas, E. meliloti aumenta la expresión 
del RR SMc02366 y regula positivamente la transcripción de degP1. La validación de esta 
hipótesis requerirá estudios adicionales. En E. coli, DegP se ubica en periplasma y su función 
es degradar proteínas mal plegadas. El pH citosólido ácido o alcalino (Danese y Silhavy 1998), 
la adhesión celular a superficies (Otto y Silhavy 2002), o la ausencia de chaperonas ( Jones et 
al. 1997), pueden generar errores de plegamiento. En particular, estas situaciones son 
detectadas por la HK CpxA del TCS CpxA/CpxR (Vogt y Raivio 2012) y la respuesta involucra la 
inducción de un gran número de genes, en los que se encuentra degP (Pogliano et al. 1997).  
Otro de los marcadores regulados positivamente por SMc02366 -u otra molécula 
intermediaria- es MscK. MscK es capaz de detectar incrementos en la turgencia celular y 
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como consecuencia modificar su estructura para formar un canal que deja pasar metabolitos 
citosólicos de tamaño adecuado, restableciendo así la turgencia. Si bien en la literatura no 
está descripto un rol de estos tipos de canales en la tolerancia a la acidez, un posible 
escenario podría ser la utilización de MscK para expulsar H+ del interior celular y así 
aumentar el pHi a valores normales. Esta hipótesis se sustenta en la inespecifidad que 
poseen estos canales para expulsar solutos (Haswell et al. 2011). 
Dado nuestros resultados y que ha sido reportado que E. meliloti induce la expresión del RR 
SMc02366 y el ORF SMa1077 (Nex18) en condiciones ácidas (Hellweg et al. 2009) y en etapas 
tempranas (Oke y Long 1999) y tardías del proceso simbiótico (Roux et al. 2014), es posible 
que el pH ácido del hilo de infección (Geddes et al.  2014) y/o del simbiosoma (Pierre et al. 
2013) induzca la expresión del RR SMc02366 y en consecuencia aumente los niveles de 
Nex18. En este sentido, la escasa información funcional respecto al rol de Nex18 en el 
proceso simbiótico dificulta la interpretación del impacto de su regulación sobre la biología 
de los rizobios. 
Otros de los cambios más notorios observados en la proteómica comparativa resultaron 
asociados a proteínas que intervienen en la expulsión de drogas u otros metabolitos, como 
los sistemas AcrAB; MacAB; la proteína EmrA; y el ORF SMa1447. Todas ellas se 
encontraron reprimidas en el mutante Eme RR y se ha descripto que estos sistemas 
participan en la colonización de huéspedes eucarióticos. Resulta interesante estudiar en 
detalle la posible regulación de estas proteínas. En particular, Hellweg y colaboradores 
(2009) observaron que ante la exposición de E. meliloti a condiciones de estrés ácido, se 
induce la transcripción de SMc02366, acrB, macA y emrA; y Rossbach y colaboradores (2014) 
observaron la inducción de los transcriptos de emrA y emrB en respuesta a flavonoides, 
sugiriendo que los niveles de estas proteínas podrían impactar en la interacción simbiótica.  
Otro de los marcadores que podrían impactar en el proceso simbiótico es ChoV. Esta 
proteína participa en el transporte de colina a través de la membrana de la bacteria (Dupont 
et al. 2004). La capacidad que tiene E. meliloti de utilizar colina como fuente de carbono es 
una ventaja en la etapa de bacteroide dentro del nódulo, ya que este compuesto se 
encuentra naturalmente en este tejido (Poggi et al. 2003). De existir una regulación de 
SMc02366 sobre la expresión de choV en el ambiente ácido del simbiosoma, es probable 
que la cepa Eme ∆RR (o cepas mutantes en la HK del TCS predicho) manifiesten una 
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utilización deficiente de colina como fuente de carbono y tal característica repercuta en 
una simbiosis menos eficiente.   
En este mismo sentido, la regulación positiva de SMc02366 sobre la expresión de proteínas 
que participan en la quimiotaxis (McpU; McpZ; CheY2; y CheB1) posiblemente repercuta 
en el fenotipo simbiótico ya que los mecanismos de quimiotaxis son procesos tempranos de 
la interacción con el huésped, que permiten que el rizobio detecte los metabolitos 
exhudados por la planta y reoriente el sentido del nado hacia la raíz (Ames y Bergman 1981). 
En particular, E. meliloti posee ocho proteínas quimioreceptoras MCP en la membrana 
(McpS-McpZ) encargadas de regular los niveles de fosforilacion de la HK CheA en respuesta a 
la detección de compuestos atrayentes o repelentes. La regulación de la actividad de CheA 
tiene implicancias en la fosforilación del RR CheY2, que en este estado (CheY-P) es capaz de 
unirse al complejo flagelar modificando la velocidad de rotación del flagelo rizobial. Como 
resultado, el rizobio cambia la dirección de swimming acercándose a alejándose a la 
sustancia quimioactiva. Recientemente, McpU ha sido descrito como un quimiorreceptor 
con especificidad para detectar aminoácidos no cargados (Webb et al. 2017).  
Finalmente, en relación al metabolismo central del carbono, los rizobios de crecimiento 
rápido como E. meliloti se diferencian de los de crecimiento lento ya que los primeros 
poseen la capacidad de metabolizar disacáridos (Martinez-de Drets et al. 1974). Los genes 
responsables de la captación y degradación de sacarosa, fuente de carbono utilizada en 
estos estudios, están codificados en el cluster aglEFGAK (Willis y Walker 1999). Luego de la 
captación de sacarosa, ocurre la hidrólisis del mismo en fructosa y glucosa por la α-
glucosidasa AglA. Ambos monosacáridos deben ser convertidos a glucosa-6-P (G6P) para 
oxidarse luego por la via Entner–Doudoroff (Geddes y Oresnik 2014). Es decir que por cada 
molécula de sacarosa, podrían entrar a la vía oxidativa 2 moleculas de G6P. La disminución 
de la isomerasa Pgi - involucrada en la conversión de fructosa-6-P (F6P) a G6P - que 
observamos en Eme ∆RR crecidas en GS a pH ácido, podría repercutir en un cambio en los 
flujos metabólicos. Una alteración en la interconversión reversible de F6P a G6P, podría 
impactar en el catabolismo de la fructosa. Ante esta situación, la célula podría aumentar el 
catabolismo de sacarosa para contrarrestar esa pérdida. En efecto, nuestros resultados 
muestran un aumento de AglE (responsable de la captación de sacarosa) y un aumento de 2 
enzimas de la primera etapa de la via ED (Pgl y Edd).  
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Con frecuencia los estudios proteómicos generan nuevos interrogantes acerca de las 
proteínas desconocidas y reflejan la complejidad de los sistemas biológicos. Si bien no se ha 
avanzado aún en la caracterización de la relevancia biológica de las 8 proteínas diferenciales 
encontradas con función desconocida, serán blanco inmediato de próximas investigaciones. 
Dado que los estudios de este capítulo fueron realizados con el objetivo de evidenciar 
proteínas diferenciales consecuencia de la ausencia del RR SMc02366 en medio ácido, será 
necesario en el futuro realizar un estudio similar a pH neutro para vincular la regulación de la 
expresión de estas proteínas de manera independiente (o no) del pH. 
En los siguientes capítulos, con el propósito de extender el análisis global a través de la 
determinación de los cambios celulares que suceden ante la ausencia de SMc02366, 
analizaremos el metaboloma de E. meliloti y sus consecuencias simbióticas.  
FJA                                                                   Tesis Doctoral                                                      Capítulo 5 




6. Búsqueda e identificación de metabolitos intracelulares afectados por SMc02366 
en E. meliloti cultivado a pH ácido y neutro. Un enfoque metabolómico
Búsqueda e identificación de 
metabolitos intracelulares afectados 
por SMc02366 en E. meliloti 
cultivado a pH ácido y neutro.  



















FJA                                                                     Tesis Doctoral                                                    Capítulo 6 
- 167 - 
 
6.1. Introducción 
Disponer de la identidad y la función probable de los marcadores proteicos asociados al rol 
celular del RR SMc02366 en condiciones ácidas, nos ha abierto la posibilidad de comenzar a 
comprender los cambios que operan en la bioquímica de E. meliloti en los que SMc02366 
(y/o el TCS SMc02366/SMc02367) está asociado. Muchas de esas proteínas poseen actividad 
enzimática y pueden estar involucradas en la modulación del metabolismo que finalmente 
determinará el fenotipo del organismo. Perturbaciones en el transcriptoma, resultarán en 
cambios en los niveles enzimáticos y a su vez en perturbaciones de los perfiles metabólicos. 
Conocer los niveles citosólicos de sustratos y productos que se asocian a las actividades de 
las proteínas mencionadas será una pieza importante hacia la comprensión bioquímica de 
los mecanismos que regula este posible TCS en la tolerancia a la acidez.   
La metabolómica, como herramienta, comprende una serie de técnicas y tecnologías  
analíticas con alta capacidad de procesamiento (high thoughput) que permiten el estudio 
global (total o parcial) de las pequeñas moléculas que conforman el metaboloma de un 
organismo, incluyendo carbohidratos, aminoácidos y ácidos orgánicos, entre otros. La 
determinación de perfiles metabólicos utilizando cromatografía gaseosa acoplada a 
espectometría de masa (GC-MS) es una de las técnicas más difundidas para el estudio del 
metaboloma de bacterias y es aceptada como una técnica muy robusta (Lämmerhofer y 
Weckwerth 2013). Una de las ventajas que ofrece esta tecnología es que ha sido utilizada a 
ritmo sostenido desde hace años y en consecuencia existen protocolos estables de 
extracción, derivatización, configuración de los equipos, e interpretación de los 
cromatogramas (Barsch et al. 2004; Fernie et al. 2004). Esta tecnología ya ha sido utilizada 
en rizobios para el estudio de las respuestas a nivel metabólico durante la nodulación  
(Colebatch et al. 2004; Desbrosses et al.  2005) y en E. meliloti en vida libre (Draghi et al. 
2017; Draghi et al. 2016) 
Para reconstruir las complejas redes y caminos que caracterizan los fenotipos de una 
bacteria, es necesario integrar los perfiles metabólicos con los resultados obtenidos en otros 
estudios ómicos. La combinación de datos proteómicos y metabolómicos, es una estrategia 
prometedora para lograr descifrar los efectos fisiológicos que genera el regulador y/o sus 
genes blanco para llevar a cabo la respuesta específica en condiciones óptimas y a bajo pH. 
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Considerando que la predicción de actividad en una ruta metabólica específica es 
dependiente de medidas de flujos a través de la misma, la disponibilidad de información 
referida a cambios en algunas de sus enzimas y/o metabolitos aporta evidencia muy acotada 
respecto de la tasa de funcionamiento. Las medidas de flujos metabólicos en nuestro 
sistema resultan inabordables dado que existe escaso conocimiento respecto sobre cuáles 
son las vías involucradas en la respuesta bajo análisis (rol de SMc02366 en la biología de E. 
meliloti y en condiciones de estrés ácido), así como de sus posibles conectividades.  
En este capítulo presentaremos la determinación cuantitativa de diferentes metabolitos de 
bajo peso molecular presentes en células de Eme ∆RR y Eme wt cultivadas en dos 
condiciones de pH, con el propósito de identificar componentes de las rutas centrales de C y 
N cuya concentración intracelular varíe de modo significativo entre estas cepas; establecer 
correlaciones entre los componentes identificados y su pertenencia a rutas metabólicas 
específicas; diagramar posibles relaciones con los cambios en el proteoma; y finalmente 
intentar describir una situación bioquímica que se ajuste a las evidencias disponibles e 
indique los cambios que operan en la biología de E. meliloti en ausencia/presencia de 
SMc02366.  
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6.2. Resultados y discusión 
6.2.1. Diseño experimental e identificación de metabolitos intracelulares por 
GC/MS-MS 
Con el objetivo avanzar en la identificación de las posibles regulaciones de aspectos 
metabólicos que controle el RR SMc02366 en el marco de la adaptación al estrés ácido, nos 
propusimos comparar los cambios metabólicos que experimentan Eme wt y Eme ∆RR 
cuando se los cultiva en dos condiciones de pH. Para ello, nuestro diseño experimental 
consistió en analizar metabolitos intracelulares obtenidos de cultivos batch de Eme wt y Eme 
∆RR en medio GS tamponado a pH neutro y ácido (Figura 6.1). Debido a la variabilidad 
inherente en la técnica utilizada, decidimos realizar 4 réplicas biológicas para cada cepa y 
condición de cultivo, y cada cultivo con 4 réplicas técnicas de extracción de metabolitos y 
derivatización (Barsch et al. 2004) (ver Sección 2.11.2, Capítulo 2). Las células fueron 
cosechadas a una DO600=0,5±0,05 para enfocar el estudio en un estado metabólico similar al 
evaluado en los estudios proteómicos detallados en el capítulo anterior. Esto permitiría, en 
la medida de lo posible, correlacionar los resultados obtenidos por ambas técnicas. 
Durante el proceso de extracción de metabolitos (Capítulo 2, Sección 2.11.2) se adicionó 
ribitol como patrón interno. La utilización de este compuesto que no forma parte del 
metabolismo de E. meliloti como estándar interno se utiliza para tener un valor de referencia 
entre la señal obtenida por los cromatogramas – área de pico - y la concentración 
intracelular de los metabolitos, y para independizarse de una posible pérdida de masa al 
realizar la derivatización de los mismos. Esta última cuestión, se logra normalizando el área 
de los picos por el mencionado estándar interno. Posteriormente se realiza una segunda 
normalización por la masa de células de partida en cada caso, para poder realizar 
comparaciones entre las cepas.     
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Figura 6. 1. Diseño experimental realizado para la identificación y cuantificación 
diferencial de metabolitos de Eme wt y Eme ∆RR cultivados en medio ácido o 
neutro.  
Ver detalles en el texto de este capítulo y las cuestiones técnicas en Capítulo 2 
(Sección 2.11). 
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6.2.2. Análisis estadísticos multivariados 
En primer lugar los datos se normalizaron para disminuir la tendencia sistemática de los 
datos (bias) y para mejorar la consistencia de ellos, con el fin de poder realizar 
comparaciones con significado biológico (Xia, 2011). En particular, la distribución normal la 
logramos al aplicar la raíz cuadrada a los datos y luego dividiéndolos por la raíz cuadrada de 
la desviación estándar de la media.  
Posteriormente, para cada grupo de condiciones, realizamos un análisis de componentes 
principales (PCA, Principal Component Analysis). Este tipo de análisis multivariado toma en 
consideración todas las variables (metabolitos) en conjunto. De esta manera, con los análisis 
PCA podemos visualizar el “estado metabólico” de las cepas (salvaje o mutante) en las 
distintas condiciones (pH=7,0 o pH=5,6). En la Figura 6.2 podemos ver que el análisis PCA 
separa las células analizadas en dos grupos distintos, indicando que es posible detectar 
cambios metabólicos entre las cepas en las distintas condiciones. El análisis PCA para Eme wt 
muestra que los componentes PC1 y PC2 (ejes de los gráficos) pueden explicar el 33,1% de 
los cambios metabólicos de Eme wt asociados al cultivo en las distintas condiciones, 
mientras que los componentes PC1 y PC2 de Eme ∆RR en las mismas condiciones explican el 
31,8% de los cambios. Los análisis PCA también son útiles para detectar outliers, réplicas 
analíticas con una gran dispersión de datos que se separan de las demás.  
A su vez realizamos un análisis PCA de la concentración citosólica normalizada de los 
metabolitos obtenidos de los cultivos de Eme ∆RR vs. Eme wt en la misma condición, para 
evaluar los posibles cambios metabólicos asociados a la mutación SMc02366 en ausencia del 
factor de estrés. Encontramos que el análisis PCA, no logra realizar una separación de los 
metabolitos de estas cepas en dos conjuntos distantes en la dimensión PC1 vs PC2 
(visualización gráfica no mostrada). Estos resultados sugieren que el RR SMc02366 no 
modificaría – al menos bajo las limitaciones de nuestro análisis - el estado metabólico de E. 
meliloti en ausencia de estrés ácido. Esta observación es congruente con lo mostrado en el 
Capítulo 4, donde no observamos cambios significativos en la velocidad de crecimiento de 
Eme ∆RR vs. Eme wt a pH neutro (Figura 4.1, Sección 4.2.2).  
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En relación a la forma de visualización del análisis multivariado de datos, el mapa de calor 
(heatmap), a diferencia del análisis por PCA, permite visualizar la concentración relativa de 
todos los metabolitos evaluados para cada réplica analítica. En las Figuras 6.3 y 6.4 
mostramos el análisis de tipo heatmap de los metabolitos identificados y cuantificados en 
células de Eme wt y Eme ∆RR cultivados a diferentes pH. Los dendrogramas (agrupamiento 
que se observa en los extremos superior e izquierdo de los heatmaps) y las imágenes en 
color se produjeron con el Software MetaboAnalyst. 
Figura 6. 2. Análisis de componentes 
principales (PCA) de metabolitos 
intracelulares de Eme wt y Eme ∆RR 
cultivadas a pH ácido o neutro.  
Metabolitos obtenidos de cultivos de 
Eme wt (A) y Eme ∆RR (B) en medio 
ácido (pH=5,6) o neutro (pH=7,0). 
PCA que muestra la distribución de 
metabolitos dentro de la PC1 frente 
al espacio de variación de PC2. El 
análisis PCA se realizó sobre la 
concentración citosólica de cada 
metabolito normalizado a un peso 
seco constante de las células y a la 
señal de una cantidad conocida de 
ribitol agregado como estándar 
interno (ver Capítulo 2, sección 
2.11). El espacio PC1 (eje x) ha 
permitido separar claramente las 
muestras de los rizobios cultivados 
bajo acidez (pH 5,6) de las 
correspondientes muestras de los 
rizobios cultivados a pH 7,0. Las 
áreas coloreadas en rosa y verde que 
rodean los puntos de datos 
representan límites de confianza del 
95%. 
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Figura 6. 3. Análisis de tipo heatmap de los metabolitos identificados y cuantificados en células de 
Eme wt cultivadas a diferentes pHs.  
Se agrupan y visualizan los datos del metaboloma de rizobios cultivados a diferentes pH: neutro 
(rojo) y ácido (verde). Cada metabolito está representado por una sola fila de rectángulos de 
colores, mientras que cada muestra de rizobios cultivado al pH indicado (4 réplicas 
técnicas/muestra) está representado por una columna única. Los dendrogramas y las imágenes en 
color se produjeron con el Software MetaboAnalyst. La escala de colores indica el cambio “fold 
change” (FC) con respecto al valor promedio sobre las dos condiciones de pH para cada metabolito 
específico (gama de rojos: valores más altos que la media; gama de azules: valores menores que la 
media). 
Eme wt 
pH 5,6  pH 7,0  
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Figura 6. 4. Análisis de tipo heatmap de los metabolitos identificados y cuantificados en células de 
Eme ∆RR cultivadas a diferentes pHs.  
Se agrupan y visualizan los datos del metaboloma de rizobios cultivados a diferentes pHs: neutro 
(rojo) y ácido (verde). Cada metabolito está representado por una sola fila de rectángulos de 
colores, mientras que cada muestra de rizobios cultivado al pH indicado (4 réplicas 
técnicas/muestra) está representado por una columna única. Los dendrogramas y las imágenes en 
color se produjeron con el Software MetaboAnalyst. La escala de colores indica el cambio “fold 
change” con respecto al valor promedio sobre las dos condiciones de pH para cada metabolito 




pH 7,0  pH 5,6  
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6.2.3. Análisis estadísticos univariados 
En los estudios metabolómicos, la mayor parte de la diferencia de concentración de los 
metabolitos corresponde a fluctuaciones inherentes a la fisiología de la célula o a la técnica 
utilizada, y solo una pequeña parte se la puede asociar a la condición de estudio (en nuestro 
caso, metabolitos cuya diferencia de concentración se deba a la ausencia del RR SMc02366 y 
se pongan en evidencia en la tolerancia a la acidez). Con el objetivo de identificar cuáles son 
esos metabolitos, realizamos un enfoque estadístico univariado donde el análisis se realiza 
para cada metabolito de manera individual. Evaluamos entonces las proporciones de cambio 
(fold change, FC) y la significancia estadística de ellos aplicando un análisis t-student. Como 
criterio de identificación de metabolitos diferenciados, consideraremos aquellos que 
disminuyen o aumentan su concentración en al menos dos veces (-2<FC<2) con un valor-p 
<0,1. 
La comparación de los metabolitos identificados en cada cepa en condiciones ácidas frente a 
condiciones neutras (Tabla 6.1 y Tabla 6.2), brinda información acerca de los cambios 
intracelulares que experimenta el metabolismo de estos rizobios cuando las células son 
cultivadas en condiciones ácidas.  
La comparación de los metabolitos identificados en cada cepa y condición será indicativa de 
los metabolitos que ven alterada su concentración por la ausencia/presencia del regulador 
SMc02366. Con el propósito de centrar el análisis en aquellos metabolitos asociados 
directamente a la presencia de RR SMc02366 en condiciones ácidas, realizamos un análisis 
sustractivo entre la información de las Tablas 6.1 y 6.2 (Tabla 6.3). 
 
Metabolito FC valor p 
2-aminoisobutirato 8,4 3,3x10-4 
Mio-inositol 4,6 1,0x10-6 
Manitol 4 2,4x10-6 
L-Aspartato 3,2 1,2x10-4 
Glicerato 2,8 5x10-3 
Malato 2,8 1,7x10-4 
Glicerato-3-P 2,7 8,2x10-2 
Gluconato 2,6 4x10-6 








Tabla 6. 1. Metabolitos diferencialmente representados en cultivos de Eme wt a pH ácido 
(pH= 5,6) con respecto a Eme wt pH= 7,0 
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Metabolito FC valor p 




Maltosa -2,7 1,0x10-5 
Asparagina -3,1 3,7x10-4 
Arginina -4,2 8,4x10-9 
2-cetoglutarato -4,6 8,2x10-7 























Metabolito FC valor p 
2-aminoisobutirato 5,9 3,6x10-4  
Glicerato 4,3 7,8x10-4  
Urea  3,3 0,014 
Histidina 3,2 2,6x10-4  




2-hidroxiglutarato -2 0,046 
Alanina -2 1,1x10-5 
2-metilcitrato -2,2 6,3x10-4 
Metionina -2,4 1,9x10-4 
Eritrosa-4-P -2,5 3,4x10-4 







Fenilalanina -2,9 4,2x10-3 
Glicerato-3-P -3,2 4x10-3 
2-cetoglutarato -3,2 8,2x10-5 




Ribulosa-5-P -4 1,1x10-4 





















Tabla 6. 2. Metabolitos diferencialmente representados en cultivos de Eme ∆RR a pH 
ácido (pH= 5,6) con respecto a Eme ∆RR pH= 7,0. 
 
Tabla 6.1. Continuación 
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Como puede observarse en las Tablas 6.1, 6.2 y 6.3, hemos detectado variación cuantitativa 
(al nivel de significación p=0,1) en una serie de intermediarios del metabolismo del carbono 
y del nitrógeno, entre células de Eme ∆RR y Eme wt en cultivos de medio GS a pH neutro y 
ácido. De un total de 91 metabolitos inicialmente analizados, hemos obtenido diferencias 
significativas para aproximadamente 30% de ellos entre la condición de cultivo neutra y 
ácida de Eme wt, y un 29% en la condición neutra y ácida de Eme ∆RR. Las variaciones en 
concentración de los metabolitos que hemos medido han llegado hasta aumentos de más de 
8 veces y disminuciones de más de 27 veces entre las condiciones ensayadas.  
Al realizar el mismo tipo de análisis univariado sobre los metabolitos obtenidos de ambas 
cepas cultivadas en condiciones neutras, se hallaron cinco metabolitos diferenciales, cuyas 
diferencias se encontraron cercanas al valor de corte. Este resultado sugiere la posible 
actividad de RR SMc02366 en regular la concentración intracelular de dichos metabolitos.  
Continuaremos centrando el análisis en la comparación de células Eme wt y Eme ∆RR 
crecidas en las dos condiciones de acidez que, como dijimos, la aproximación estadística 
multivariada por PCA indicó cambios fisiológicos significativos (Figura 6.2).  
Tabla 6. 3 Metabolitos diferencialmente representados en cultivos a pH ácido 
(pH= 5,6) de  Eme ∆RR con respecto a Eme wt, cuyos cambios en condiciones 
ácidas están relacionados a la presencia del RR SMc02366 
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A partir de los resultados obtenidos y teniendo en cuenta los cambios proteómicos 
detectados, a continuación se discuten algunos de los resultados asociados al metabolismo 
del carbono. 
6.2.4 Vías metabólicas del carbono, de las pentosas fosfato y ciclo de los 
ácidos tricarboxilicos 
En esta sección haremos referencia sobre los cambios encontrados en los intermediarios de 
las reacciones bioquímicas que se llevan a cabo en las principales vías metabólicas de E. 
meliloti como Entner–Doudoroff (ED), ciclo de ácidos tricarboxílicos (TCA, TriCarboxylic 
Acids) y vía de las pentosas fosfato (PP, Pentose-Phosphate). La Figura 6.5 muestra un 
esquema que relaciona compuestos intermediarios de las principales vías catabólicas de E. 
meliloti de un modo resumido. Además, en dicha figura se indican recuadrados los 
metabolitos cuantificados y se compara la abundancia relativa de metabolitos citosólicos 
obtenidos de células de Eme ∆RR cultivadas en medio mínimo GS pH 5,6 con respecto a 
metabolitos citosólicos obtenidos de Eme wt en la misma condición. Se resaltan en celeste 
los metabolitos disminuídos y en rosa los aumentados. Las relaciones entre grupos de 
metabolitos determinados, con vías metabólica puntuales y con los niveles de los 
metabolitos que participan de éstas como sustratos, compuestos intermediaros o productos, 
serán descriptas en lo que resta de este capítulo. 
La glucólisis de las hexosas se lleva a cabo en E. meliloti mediante la vía ED (Stowers 1985). 
La vía ED comienza con la metabolización de la glucosa mediante la oxidación de glucosa-6-P 
a gluconato-6-P en dos pasos, utilizando las enzimas Zwf y Pgl. Alternativamente, la glucosa 
realiza un by pass sobre estas oxidaciones y utiliza una gluconato deshidrogenasa 
peripásmica (Bernardelli et al. 2001) y una gluconato quinasa intracelular (Gosselin et al. 
2001) que convierte la glucosa primero en gluconato y luego en gluconato-6-P. En este 
punto, el gluconato-6-P puede continuar su camino oxidativo hasta AcetilCoA (AcCoA) y 
luego entrar en el TCA o experimentar una descarboxilación para convertirse en ribulosa-5-P 
y entrar a la vía de las PP.  
En particular, observamos que en condiciones de acidez existe una disminución en las 
concentraciones de gluconato (FC= -5,7) y gluconato-6-P (FC= -13,7) de Eme ∆RR respecto de 
los valores de Eme wt. Esto podría indicar una menor tasa de generación de energía por la 
vía ED y/o una menor generación de poder reductor por la vía de las PP. La disminución 
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estas vías podría ser uno de los motivos por el cual esta cepa mutante tiene menor tasa de 
división celular en medio ácido (Capítulo 4). Para sobrellevar una condición de estrés, el 
rizobio necesita energía en forma de ATP y poder reductor en forma de NADPH que obtiene 
a partir de las vías de ED y PP, respectivamente. Esta última observación, ha sido reportada 
en estudios ómicos relacionados con la adaptación a la acidez que experimenta E. meliloti 
(Draghi et al. 2016). Además, observamos un aumento significativo en las concentraciones 
de las enzimas Pgl y Edd pertenecientes a la vía ED (Capítulo 5, Sección 5.2.3).  
Probablemente, ante la disminución de la vía ED, Eme ∆RR aumente los niveles de esta 
enzima como una respuesta compensatoria. La fructosa proveniente de la hidrólisis de la 
sacarosa (fuente de carbono del medio GS utilizado) entra en la vía catabólica de ED 
mediante la conversión de fructosa-6-P a glucosa-6-P por la enzima Pgi. Nuestros estudios 
muestran una disminución de la concentración intracelular de fructosa-6-P y un aumento de 
glucosa-6-P. La disminución de Pgi que describimos en los estudios proteómicos, podría ser 
la responsable de esta diferencia encontrada en la relación de estos metabolitos, ya que la 
Pgi cataliza una reacción reversible y aún no se han descripto los Km para cada sustrato.  La 
fructosa-6-P podría disminuir por un direccionamiento de fructosa hacia un producto 
distinto a manitol, ya que este compuesto lo encontramos casi 6 veces más disminuido 
(ayudado tal vez por la disminución de la enzima MtlK, FC=1,9; valor p= 0,08 de los análisis 
proteómicos). 
La disminución de las vías ED y PP evidenciadas por la disminución correspondiente de 
gluconato-6-P y ribulosa-5-P, genera una disminución de ATP y de poder reductor necesario 
para la síntesis de metabolitos secundarios. Por ejemplo, la síntesis de EPSI, que se ha visto 
que está aumentada en cultivos ácidos de E. meliloti (Draghi et al. 2016; Hellweg et al. 2009), 
podría estar disminuída. 
Un medio alternativo para la generación de energía podría ser la degradación de mioinositol 
para dar AcCoA y posterior entrada al ciclo TCA. Se ha reportado que en condiciones ácidas 
E. meliloti induce la expresión de los genes del catabolismo de mioinositol (Draghi et al. 
2016) y la expresión del TCS ExoS/ChvI que controla positivamente estos genes (Hellweg et 
al. 2009). Sin embargo, en nuestros estudios proteómicos comparativos no hemos 
encontrado estas proteínas diferencialmente expresadas. Resulta interesante estudiar el 
metabolismo de mioinositol en E. meliloti ya que se demostró que existen 2 sistemas de 
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transporte dependientes de ATP inducibles por este metabolito (Mauchline et al. 2006). En 
vías anabólicas, mioinositol puede actuar como precursor del fosfolípido fosfatidilinositol vía 
mioinositol-P. Sin embargo, este fosfolípido está presente en muy bajas cantidades en 
bacterias en general y en rizobios en particular (Sohlenkamp y Geiger 2016). 
El glutamato utilizado como fuente de nitrógeno también puede ser utilizado como fuente 
de carbono. Este aminoácido es catabolizado en el ciclo TCA vía 2-cetoglutarato. 
Retomaremos la discusión del metabolismo del glutamato en la próxima sección. 
Figura 6. 5. Esquema que relaciona compuestos intermediarios de las principales vías catabólicas 
de E. meliloti.  
Se compara la abundancia relativa de metabolitos citosólicos obtenidos de células de Eme ∆RR 
cultivadas en medio mínimo GS pH 5,6 con respecto a metabolitos citosólicos obtenidos de Eme wt 
en la misma condición. Todos los metabolitos recuadrados corresponden a metabolitos analizados 
por GC-MS. Se colorearon en rosa los metabolitos significativamente aumentados y en celeste los 
significativamente disminuídos. Además, con el mismo código de colores se hace referencia a 
enzimas detectadas en el ensayo proteómico detallado en el Capítulo 5. Las flechas continuas indican 
reacciones en un paso, mientras que las flechas discontinuas indican vías metabólicas que involucran 
dos o más pasos. TCA: ciclo de los ácidos tricarboxílicos; EPS, exopolisacaridos. 
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6.2.4. Modificaciones en las proporciones de aminoácidos encontrados en el 
citosol de células de Eme ∆RR cultivadas en medio ácido 
El análisis de la abundancia relativa de metabolitos citosólicos obtenidos de células de Eme 
∆RR cultivadas en medio mínimo GS pH 5,6 con respecto a metabolitos citosólicos obtenidos 
de Eme wt en la misma condición permitió detectar cambios en la proporción de 
aminoácidos intracelulares. En particular, observamos una disminución significativa en la 
concentración intracelular de lisina, fenilalanina, y metionina.  
En la Figura 6.6 esquematizamos las vías síntesis de estos metabolitos y demás aspectos 
vinculados a estas vías. En esta sección discutiremos algunos aspectos de estos cambios 
detectados. 
En primer lugar, en la Figura 6.6 mostramos sin cambios la concentración de glutamato y una 
disminución significativa de malato. Sorprendentemente, análisis estadísticos univariados 
realizados en células de Eme ∆RR cultivadas a pH=7,0 en relación a células Eme wt cultivadas 
en la misma condición, permitieron evidenciar un aumento simultáneo de glutamato (FC= 
2,5; valor-p= 2x10-4) y malato (FC=2,6; valor-p=9x10-4). Posiblemente, en ausencia de acidez, 
Eme ∆RR obtenga energía a partir del catabolismo del glutamato; mientras que en medio 
ácido la utilización de este aminoácido para sintetizar 2-hidroxiglutarato podría generar un 
detrimento en la obtención de ATP por medio de la vía TCA. Estas evidencias nos proponen 
que SMc02366 jugaría un papel importante en aspectos del metabolismo central del 
carbono, y que tales vínculos aumentarían su relevancia metabólica en condiciones ácidas 
(disminución de la vía ED mostrada en la sección anterior). A su vez podemos pensar que en 
células Eme ∆RR ante la ausencia de fenotipos de tolerancia controlados por SMc02366, 
ocurra un direccionamiento de la utilización de glutamato hacia 2-hidroxiglutarato mediante 
alguna vía metabólica compensatoria. Sin embargo, el direccionamiento de glutamato hacia 
2-hidroxiglutarato genera un gran interrogante ya que la base datos KEEG (la cual contiene 
predicciones de las ruta metabólicas basada en la secuencias anotadas del genoma) nos 
indica que la enzima que cataliza la conversión de 2-cetoglutarato a 2-hidroxiglutarato no 
estaría presente en E. meliloti. 
El desarrollo del fenotipo de adaptación al estrés ácido que llevan a cabo las bacterias 
neutrófilas, se centra en el mantenimiento del pHi en valores cercanos a la neutralidad. 
Principalmente, la célula utiliza reacciones bioquímicas para el consumo de protones; o para 
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la generación de iones amonio (NH4
+), que establece un equilibro ácido base entre protones 
y amoníaco (NH3). Estas reacciones citosólicas están catalizadas por descarboxilasas en el 
primer caso; y por deaminasas y ureasas, en el segundo caso (Lund et al. 2014). Las 
descarboxilasas constituyen un gran grupo de enzimas que llevan a cabo la descarboxilación 
específica de aminoácidos (o intermediarios), proceso que tiene aparejado el consumo de un 
protón. La mayoría de las descarboxilasas están vinculadas funcionalmente a proteínas de 
membrana que permiten la entrada de sustrato; la salida de los productos; o una 
combinación de ambos, en sistemas antiporter (Kanjee y Houry 2013). En cuanto a 
reacciones que generan NH4
+, además de las deaminasas ciertas bacterias poseen la 
capacidad de degradar urea en dos moléculas de amoníaco (NH3) y una de CO2 por medio 
enzimas ureasas (Mobley et al. 1995). Algunos cambios en los niveles de aminoácidos 
encontrados en Eme ∆RR lo podemos explicar en términos de aminasas y descarboxilasas 
asociadas en sus vías de biosíntesis, que podrían ser utilizadas por este tipo celular como un 
mecanismo directo o indirecto para restituir el pHi a valores normales.  
En enterobacterias, está ampliamente descripto el sistema GABA/glutamato como un 
mecanismo de tolerancia a la acidez (Bearson et al. 2009). El sistema consiste en la 
descarboxilación de glutamato para dar ɣ-aminobutirato (GABA) y consumir un protón 
intracelular por una glutamato descarboxilasa. Posteriormente, un canal antiporter expulsa 
al exterior celular el GABA generado al mismo tiempo que restituye los niveles de glutamato 
para recomenzar el ciclo. En nuestros análisis metabolómicos, glutamato y GABA formaron 
parte del conjunto de metabolitos analizados (Capítulo 2, Tabla 2.5) y no mostraron 
diferencias significativas en los rizobios salvaje y mutante crecidos a pH=7,0 o pH=5,6. De 
todas formas, E. meliloti no utilizaría un sistema GABA/glutamato como mecanismo de 
homeostasis del pHi ya que esta enzima está ausente en su genoma. 
No descartamos, sin embargo, que otras descarboxilasas cumplan un rol activo en el 
mantenimiento del pHi en Eme ∆RR. Por ejemplo, la descarboxilasa LysA cataliza la 
descarboxilación 2,6-diaminopimelato en la última reacción biosíntesis de lisina (Dunn 
2015). Probablemente, la disminución de la concentración intracelular de lisina de casi 6 
veces que detectamos en células de Eme ∆RR podría ser debido a que el RR SMc02366 
regule la transcripción de lysA, o de otros genes que codifican para enzimas que actúan en 
reacciones anteriores a esta. Esta hipótesis reviste importancia además por ser LysA la única 
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descarboxilasa presente en E. meliloti 2011 en vías metabólicas de aminoácidos que 
encontramos al realizar una búsqueda exhaustiva de este tipo de enzimas (EC. 4.1.1.-) en la 
base de datos KEEG.  
Es posible que E. meliloti utilice la vía de síntesis de ciertos aminoácidos para la producción 
metabólica de ácidos y bases como un componente específico del mecanismo de 
homeostasis del pH. El análisis univariado de metabolitos diferenciales de Eme RR vs Eme wt 
indicaron una disminución relativa de lisina de 2 y 5,6 veces cuando las células fueron 
cultivadas a pH neutro y ácido respectivamente. El RR SMc02366 podría ejercer en E. meliloti  
Figura 6. 6 Esquema que relaciona las principales vías de síntesis y degradación de aminoácidos y 
metabolitos relacionados presentes en E. meliloti 2011 y los posibles cambios detectados en 
células de Eme ∆RR cultivadas en acidez.  
Se compara la abundancia relativa de metabolitos citosólicos obtenidos de células de Eme ∆RR 
cultivadas en medio mínimo GS pH 5,6 con respecto a metabolitos citosólicos obtenidos de Eme wt 
en a la misma condición. Todos los metabolitos recuadrados corresponden a metabolitos 
analizados por GC-MS. Se colorearon en rosa los metabolitos significativamente aumentados y en 
celeste los significativamente disminuídos. Las flechas continuas indican reacciones en un paso, 
mientras que las flechas discontinuas indican vías metabólicas que involucran dos o más pasos. 
TCA: ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 
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una regulación positiva de la síntesis de lisina, que en condiciones ácidas podría estar 
exacerbada.  
En el mismo sentido, es posible que la actividad de LysA para elevar el pHi compense la 
disminución de NH3/NH4
+ relacionada con el aumento de urea y la disminución de la 
deaminación de cistationina para dar metionina, que ocurre en la segunda etapa de la 
síntesis de este aminoácido a partir de serina (Ferla y Patrick 2014).    
La generación de NH3 a partir de urea es utilizado por ciertas bacterias como Helicobacter 
pylori para desarrollar un fenotipo de tolerancia a la acidez del medio extracelular. En 
efecto, se ha descripto que esta bacteria aumenta la expresión del cluster de genes de la 
ureasa en respuesta a la acidez del medio mediante el TCS ArsR/ArsS (Müller et al. 2009; 
Pflock et al. 2006). Sin embargo, se ha reportado que ante la exposición a condiciones 
ácidas, E. meliloti no aumenta la transcripción de los genes que codifican para la ureasa 
(Hellweg et al. 2009) e incluso su actividad enzimática disminuye en células que 
desarrollaron un fenotipo ATR+ (Draghi et al. 2017). Esto sugiere que la generación de NH3 a 
partir de urea para aumentar el pHi ante condiciones de acidez extracelulares no sería un 
mecanismo operativo en E. meliloti (aún no ha sido dilucidado el rol del ciclo de la urea en 
rizobios). Más allá del funcionamiento completo o incompleto del ciclo de la urea en E. 
meliloti debe tenerse en cuenta que varias de las enzimas del mismo están ligadas a la 
biosíntesis de arginina, a través de la conversión glutamato-ornitina-arginina. Deberá 
abordarse el estudio de mutantes (y/o cuantificación de la expresión génica) en la ureasa y 
en enzimas del ciclo para indagar la relevancia de tales actividades enzimáticas en la 
fisiología de E. meliloti a bajo pH y su conexión con SMc02366.  
Los cambios cuantitativos observados, entre células de Eme ∆RR y Eme wt cultivadas a pH 
ácido, en ciertos aminoácidos podrían generar alteraciones en el fenotipo simbiótico, ya que 
muchos trabajos mutacionales de genes que codifican para enzimas involucradas en la 
biosíntesis de fenilalanina, lisina y metionina indican que estos aminoácidos son necesarios 
para la correcta interacción con la planta huésped. Por ejemplo, la metionina puede ser 
generada a partir de aminoácidos precursores como aspartato o cisteína. En E. meliloti se ha 
visto que la ausencia de metA, que codifica una enzima interviene en la síntesis de metionina 
a partir de aspartato, genera un retraso en la nodulación y es deficiente para la competición 
por la nodulación de M. sativa (Abbas et al. 2002; Pobigaylo et al. 2008).  
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Entre los aminoácidos aromáticos evaluados, encontramos una disminución en la 
concentración de fenilalanina. La biosíntesis de fenilalanina comienza con la condensación 
catalizada por AroF de eritrosa-4-fosfato y fosfoenolpiruvato para formar ácido 3-deoxi D-
arabinoheptulosónico-7-fosfato (DAHP) y continúa a través de la vía del shikimato para 
formar prefenato. Mutantes aroF de E. meliloti generados por transposición y no 
caracterizados genéticamente, desarrollaron nódulos (fenotipo Nod+) pero no fueron 
efectivos en la fijación de nitrógeno (fenotipo Fix-) en plantas de alfalfa (Jelesko et al. 1993). 
No está claro aún si aroF fue el gen alterado en los mutantes dado que en E. meliloti este 
gen es de copia única y sorprendentemente se detectó actividad DAHP sintetasa residual en 
los mutantes. En rizobios, la ruta del catabolismo de fenilalanina no ha sido establecida. En 
E. meliloti, este aminoácido se usa como fuente de nitrógeno pero no como fuente de 
carbono, y en condiciones limitantes de nitrógeno la fenilalanina se convierte en tirosina 
(Milcamps y de Bruijn 1999).  
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6.3. Conclusiones 
En este capítulo avanzamos en la caracterización de los cambios metabólicos asociados al RR 
SMc02366 en la tolerancia al estrés ácido. Para ello, utilizando GC/MS-MS, evaluamos la 
concentración intracelular relativa de aproximadamente 90 metabolitos intracelulares de 
Eme ∆RR con respecto a Eme wt cultivadas en medio ácido. Los metabolitos evaluados 
constituyen intermediarios de diversas rutas metabólicas que acontecen en E. meliloti. Se 
detectaron 17 metabolitos con concentraciones alteradas en 2 o más veces. Hemos podido 
asociar estos hallazgos con rutas metabólicas predichas en bases de datos on line. Esto nos 
brindó un primer paso para comenzar a comprender las bases moleculares asociadas al rol 
de RR SMc02366 en el fenotipo tolerancia a la acidez que mostramos en el Capítulo 4. 
Además, hemos podido correlacionar algunos resultados con los obtenidos en los ensayos 
proteómicos que hemos comentado en el capítulo anterior. Claramente existe algún tipo de 
relación entre SMc02366 con el metabolismo del carbono y la síntesis de aminoácidos. 
Nuestros hallazgos sugieren que SMc02366 podría intervenir en estrategias de control y de 
acumulación de C y N en la célula. 
La disminución de la vía ED en células de Eme ∆RR cultivadas en medio ácido, implicaría un 
déficit energético en estos tipos celulares, y podría explicar la variación en la  de este 
mutante en condiciones ácidas (Capítulo 4, Sección 4.2.2). Probablemente, el ligero 
aumento de las proteínas AglE, Pgl, Edd involucrados en la captación de sacarosa y en las 
primeras etapas de la via ED (Capítulo 5), podría ser un mecanismo compensatorio ante la 
disminución de la mencionada vía catabólica. 
Ante la disminución del flujo del carbono por la vía ED, otras vías catabólicas podrían 
aumentar su importancia, como muestran los valores relativos de glucosa-6-P y mioinositol. 
La obtención de energía por medio de vías alternativas, podría tener costos energéticos en 
la síntesis de metabolitos secundarios como EPSI, que es bien conocido que aumenta 
cuando E. meliloti se expone a condiciones ácidas. En el mismo sentido, la disminución del 
poder reductor que encontramos en este mutante (disminución de ribulosa-5-P) 
probablemente tenga un impacto negativo en la biosíntesis de dicho polisacárido. Dadas las 
evidencias presentadas, será necesario cuantificar experimentalmente la capacidad que 
poseen estas células para producir EPSI, ya que este polisacárido posee un rol clave en la 
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progresión del hilo de infección durante la entrada de E. meliloti a la planta (Capítulo 1, 
Sección 1.5.2). 
Resultan interesantes los niveles relativos de glucosa-6-P y fructosa-6-P encontrados. La 
sacarosa, fuente de carbono del medio GS utilizado, se hidroliza en unidades de glucosa y 
fructosa; cuyos productos fosforilados (glucosa-6-P y fructosa-6-P) pueden ser 
interconvertidos por la reacción catalizada por la isomerasa Pgi. Probablemente la 
disminución de esta enzima (Capítulo 5, Sección 5.2.2) sea el motivo del aumento de 
glucosa-6-P en detrimento de fructosa-6-P. En este contexto, resultará interesante evaluar la 
posibilidad que la fructosa se convierta en sorbitol por la reacción de un paso catalizada por 
la enzima L-iditol 2-dehidrogenasa (codificada por el locus tag SMb20856).  
Por otro lado, además de identificar cambios en el metabolismo central de Eme ∆RR en 
medio ácido, detectamos posibles mecanismos referidos a la homeostasis del pHi 
intracelular que estarían ausente en este mutante. Aparentemente, el consumo de 
protones que se lleva a cabo en la síntesis de lisina (por medio de la descarboxilasa LysA) 
tendría un papel importante en la homeostasis del pHi en términos directos o indirectos. 
Esto podría relacionado con una compensación de la disminución de NH3 que proponen 
conjuntamente el aumento de urea y la disminución de metionina.  
La disminución de la concentración de lisina en células Eme ∆RR cultivadas a pH=7,0 con 
respecto a células Eme wt cultivadas en la misma condición, sugieren que la regulación 
positiva de SMc02366 en la síntesis de lisina está presente en condiciones de neutralidad, y 
es más marcada aún en condiciones ácidas.  
Dado que encontramos diferencias marcadas en las concentraciones de fenilalanina, lisina y 
metionina y que ha sido descripta la relevancia de estos aminoácidos en el establecimiento 
de la simbiosis de E. meliloti con M. sativa, será importante tener en cuenta el posible 
control que pueda desplegar el RR SMc02366 sobre las vías de biosíntesis de dichos 
aminoácidos. Puesto que existen marcadas diferencias en cuanto a la regulación del 
metabolismo de C y N en los rizobios durante la vida libre respecto a lo que ocurre en los 
bacteroides simbióticos, la extrapolación del modelo que surge a partir del análisis funcional 
de SMc02366 en condiciones de vida libre a condiciones de vida simbiótica debe realizarse 
con mucha precaución. Para poder comprender fenómenos regulatorios vinculados a la vida 
simbiótica será necesario obtener evidencias adicionales del rol del regulador durante la 
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interacción de los rizobios con su planta hospedadora. Esta discusión se ampliará en el 
capítulo siguiente donde analizaremos el fenotipo simbiótico de mutantes en los genes del 
posible TCS SMc02366/SMc02367. 
 
  
7. Impacto de la mutación de SMc02366 y SMc02367 sobre la simbiosis entre E. meliloti 2011 
y Medicago sativa  
Impacto de la mutación de 
SMc02366 y SMc02367 sobre la 
simbiosis entre E. meliloti 2011 y 
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7.1. Introducción 
En condiciones adecuadas, los rizobios son capaces de establecer una simbiosis eficiente con 
plantas leguminosas. Tal como se ha detallado en el capítulo introductorio de este trabajo, la 
FBN que se lleva a cabo en el nódulo radicular es el resultado de un complejo diálogo 
molecular entre los simbiontes que involucra varias etapas, las cuales se inician previo al 
contacto físico entre los rizobios y la raíz - a través del intercambio de señales en la rizósfera 
- y finalizan con la formación de nódulos radiculares maduros en los que rizobios 
diferenciados en bacteroides se especializan para llevar a cabo el proceso de FBN.  
En E. meliloti, han sido descriptos algunos TCS que modulan la expresión de genes cuyos 
productos de expresión están vinculados al proceso simbiótico, como los que median la 
exportación de succinoglicanos y glicanos cíclicos importantes para el avance de la infección 
(ExoS/ChvI y FeuP/FeuQ) y los genes nif necesarios para la síntesis de la nitrogenasa 
(FixJ/FixL) (Cheng y Walker 1998; Fischer 1994; Griffitts et al. 2008). Sin embargo, el rol de 
TCS SMc02366/SMc02367 en el proceso simbiótico aún no ha sido evaluado. 
En relación al tema de este trabajo, recientemente se ha revelado la presencia de ambientes 
ácidos a lo largo del proceso de infección. Geddes et al. (2014), demostraron la existencia de 
un ambiente ácido durante el inicio de las infecciones en el hilo de infección en M. sativa. 
Asimismo, Pierre et al. (2013) demostraron la presencia de un ambiente ácido en etapas más 
avanzadas de la simbiosis, particularmente en el espacio peribacteroidal dentro de la zona III 
de los nódulos fijadores de N2. Como ya hemos mencionado, los nódulos de tipo 
indeterminado exhiben una zonificación espacial que corresponde a etapas sucesivas de 
desarrollo (Capítulo 1, Sección 1.5.5).  
Durante el transcurso de este trabajo, Roux y colaboradores utilizaron la secuenciación de 
ARNm de alta profundidad acoplada a la microdisección láser de las regiones de nódulos a 
fin de obtener los perfiles transcriptómicos en diferentes estadíos de diferenciación de E. 
meliloti dentro del nódulo de M. truncatula. Estos autores reportaron tanto en la zona II 
como en la zona III la sobreexpresión de SMc02366 y SMc02367 (Roux et al. 2014).  
En paralelo, también mediante ensayos transcriptómicos, en nuestro grupo se detectó una 
mayor expresión de SMc02366 (entre otros genes que codifican para factores 
transcripcionales) cuando se analizó ARNm obtenido de E. meliloti cultivado en un 
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quimiostato a pH 6,1 en comparación con el de un cultivo a pH neutro (Draghi et al. 2016). 
Considerando además el fenotipo alterado de tolerancia a la acidez que presentan los 
cultivos de Eme RR y Eme HK1 a pH 5,6 (Capítulo 4, Sección 4.2.5), es posible que el TCS 
SMc02366/SMc02367 juegue algún rol en la respuesta al bajo pH extracelular en la planta.  
Los aspectos mencionados, representan un recurso valioso para abordar una variedad de 
cuestiones relacionadas al proceso de diferenciación y a la interacción planta-bacteria. Los 
mismos permiten hipotetizar una posible conexión entre los niveles de expresión de estas 
proteínas, la actividad fijadora de nitrógeno de los nódulos y su eficiencia simbiótica. En este 
contexto, nos propusimos evaluar el fenotipo simbiótico de los mutantes y realizar la 
caracterización morfológica utilizando microscopía óptica, microscopía electrónica de 
transmisión, y microscopía confocal de los nódulos generados por los mutantes en los 
componentes del TCS en estudio. 
7.2. Resultados y Discusión 
7.2.1. Determinación del impacto de la mutación en SMc02366 y SMc02367 
sobre etapas tempranas de la interacción E. meliloti - M. sativa 
Según hemos indicado en la introducción, la simbiosis entre rizobios y leguminosas 
constituye una asociación que es el resultado de una compleja serie de procesos a lo largo 
de los cuales se producen cambios fisiológicos en ambos simbiontes, que culmina con la 
formación de nódulos radiculares maduros fijadores de nitrógeno atmosférico, cuyo número 
está cuidadosamente controlado (limitado) por la planta. Aquellos rizobios que logren 
alcanzar la raíz y colonizarla (los más competitivos) serán los que mayoritariamente infecten 
la raíz y posteriormente ocupen los nódulos. Con el objetivo de analizar si el TCS 
SMc02366/SMc02367 está involucrado en la regulación de procesos importantes en etapas 
pre-infectivas, nos propusimos estudiar la capacidad de los mutantes del sistema de 
colonizar las raíces de plantas de alfalfa. Se ha propuesto que la adhesión de estas bacterias 
en los pelos radiculares consta en primera instancia de una adhesión laxa y reversible (que 
involucra lectinas de la planta y polisacáridos bacterianos), y en segunda instancia de una 
unión más firme e irreversible a través de la síntesis de fibrillas de celulosa que causan la 
formación de agregados bacterianos (Downie 2010).  
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Basándonos en una estrategia previamente puesta a punto en nuestro grupo (Salas et al. 
2017), realizamos estudios de doble inoculación de cepas para evaluar la colonización de la 
raíz. Para ello se realizó una co-inoculación del mutante a ensayar con una cepa isogénica de 
E. meliloti 2011 que expresa la proteína verde fluorescente (Eme GFP+) (Pistorio et al. 2002) 
en una proporción 1:1 que llamamos “proporción de entrada”. Luego de 3 dpi, las bacterias 
débilmente unidas se extrajeron (Capítulo 2, Sección 2.12.3) y se plaquearon en medio rico. 
El recuento relativo de colonias obtenidas de esta forma correspondió a la llamada 
“proporción de salida”, proporción de la cepa mutante con respecto a Eme GFP+. Como 
control del ensayo, se utilizó un inóculo doble que contenía las cepas E. meliloti 2011 salvaje 
(Eme wt) y Eme GFP+ que no presentan diferencias en la colonización de la raíz (Pistorio et 
al. 2002).  
Nuestros ensayos indicaron que los valores de las proporciones de entrada y salida de los 
mutantes no presentan diferencias estadísticamente significativas (Figura 7.1), concluyendo 
entonces que el sistema de estudio no participaría en la colonización de la raíz de alfalfa. 
Además, en ensayos de nodulación en M. sativa no hemos observado diferencias 
significativas, entre el comportamiento de la cepa salvaje y los mutantes. Por ejemplo, la 
observación de la morfología macroscópica de los nódulos infectados por cepas salvajes y 
mutantes no arrojó diferencias en relación al tamaño, la forma, ni en los recuentos de los 
nódulos presentes a los 10 y 20 dpi. Tampoco se observaron diferencias significativas en los 
Figura 7. 1. Evaluación de la capacidad de 
mutantes de E. meliloti 2011 para colonizar 
la raíz de alfalfa en experimentos de 
competición frente a la cepa salvaje.  
Se evalúa el grado de adhesión a la raíz en 
términos de la diferencia entre la proporción 
relativa de la cepa a evaluar y E. meliloti 
GPF+ en el inoculo inicial (proporción de 
entrada) y la proporción del recuento de 
colonias obtenidas de la raíz luego de 3dpi 
(proporción de salida). Cepas evaluadas: E. 
meliloti 2011 salvaje, Eme wt; y mutantes en 
genes del posible TCS SMc02366/SMc02367 
(Tabla 4.2). Las barras de error corresponden 
a la desviación estándar de la media de tres 
experimentos independientes.  
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ensayos de competitividad para la ocupación del nódulo en M. sativa, ni en el recuento de 
rizobios viables recuperados de los nódulos (datos no mostrados). Cabe mencionar que estos 
ensayos se realizaron en una solución mineral para plantas a pH neutro. Resta ensayar cómo 
se comportan las bacterias cuando los mismos ensayos se realicen utilizando una solución 
salina para plantas tamponada a pH ácido. 
7.2.2. Caracterización de la simbiosis de los mutantes en SMc02366 y 
SMc02367 de E. meliloti 2011 con Medicago sativa 
En relación a los fenotipos y marcadores moleculares asociados al TCS SMc02366/SMc02367 
presentados precedentemente - fenotipo en acidez y en ciertas zonas del nódulo (Roux et al. 
2014) -, analizamos la eficiencia simbiótica de la asociación midiendo en forma indirecta la 
actividad de FBN en la planta huésped Medicago sativa (alfalfa). Para ello se inocularon 
plantas de alfalfa con Eme wt y sus mutantes isogénicos. Se determinó el peso seco 
promedio de la porción aérea de las plantas inoculadas con cada una de las cepas. El análisis 
de los resultados indicó que la biomasa seca aérea por planta presenta diferencias 
estadísticamente significativas entre las plantas inoculadas con mutantes en la HK y las 
inoculadas con la cepa salvaje (Figura 7.2). El mutante Eme RR no presentó diferencias 
estadísticamente significativas. Es pertinente comentar además que, si bien las plantas 
inoculadas con los mutantes en la HK desarrollaron menor altura y tallos ligeramente más 
débiles, exhibieron una coloración foliar y nodular normal. El peso seco de la parte aérea de 
las plantas sin inocular (control) fue un orden de magnitud menor que el de las plantas 
inoculadas y este hecho se acompañó con una aspecto clorótico de las plantas control. 
Nuestros estudios además permiten observar que no existen diferencias estadísticamente 
significativas entre las plantas inoculadas con los mutantes Eme HK1 y Eme HK2, indicando 
que el asRNA_1143 no jugaría un rol relevante en la FBN (Figura 7.2).  
La diferencia observada en la biomasa seca aérea de plantas inoculadas con cepas mutantes 
en la HK en comparación a las inoculadas con el mutante Eme ∆RR sugiere que, en simbiosis, 
la HK SMc02367 podría mediante un mecanismo de crosstalk (mecanismo en el cual una HK 
es capaz de fosforilar a más de un RR) alterar el estado de fosforilación de otro regulador 
transcripcional capaz de modular la expresión de genes necesarios para avanzar en alguna/s 
de las etapa/s de la interacción simbiótica. 
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7.2.3. Determinación del impacto de la mutación en SMc02366 y SMc02367 
sobre etapas tardías de la interacción E. meliloti - M. sativa 
Una vez colonizada la raíz, la interacción simbiótica continúa mediante la entrada de los 
rizobios al tejido vegetal y la posterior síntesis y progresión del hilo de infección que 
direcciona los rizobios hasta las células del córtex. La regulación del proceso infectivo de los 
rizobios está gobernada por el huésped, que controla el inicio de nuevas infecciones según 
los requerimientos de nitrógeno (Caetano-Anolles y Gresshoff 1991; Gage 2004).  
Los rizobios que logran colonizar la raíz y progresar en la infección de la misma deben 
modificar su fisiología para tolerar la exposición a las especies reactivas de oxígeno que 
sintetiza la planta como mecanismo de defensa (Jamet et al. 2003; Santos et al. 2001), y para 
expresar los polisacáridos adecuados para la síntesis y progresión del hilo de infección en un 
ambiente naturalmente ácido (Brewin 2004; Geddes y Oresnik 2014; Jones et al. 2007). Una 
vez liberados en las células del primordio nodular, los rizobios deben adaptarse a la 
exposición de péptidos antimicrobianos liberados por el huésped (Alunni y Gourion 2016; 
Haag et al. 2013) y tolerar el ambiente ácido que se presenta en espacio peribacteroidal 
(Pierre et al. 2013). El nódulo proporciona el entorno adecuado para que se produzca la FBN.  
Tanto la organogénesis como la infección bacteriana son dos procesos distintos y 
genéticamente separados. Sin embargo, para que la formación del nódulo proceda en el sitio 
donde se ha producido la infección, ambos procesos deben ser coordinados tanto espacial 
Figura 7. 2. Estimación de la eficiencia 
simbiótica entre alfalfa y E. meliloti 2011 
salvaje y los mutantes isogénicos.  
Los resultados corresponden al promedio 
del peso seco de la parte aérea de al 
menos 30 plantas por condición luego de 
35 dpi. Las barras de error corresponden al 
error estándar de la media (±SEM). La 
significancia estadística corresponde a un 
análisis ANOVA con una confianza >95%. 
La figura muestra un ensayo 
representativo de tres ensayos 
independientes.  
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como temporalmente (Jones et al. 2007; Oldroyd et al. 2011). En ese sentido, el desarrollo 
del nódulo es un proceso que requiere del intercambio de señales entre los simbiontes, 
estableciéndose un diálogo molecular cuyo fin es el establecimiento de nuevos patrones 
morfogenéticos en ambos organismos. Así los rizobios dan inicio al programa de 
diferenciación a bacteroide (Mergaert et al. 2006).  
En este contexto, considerando la diferencia en la biomasa seca aérea de plantas inoculadas 
con cepas mutantes en la HK (descripta en la Sección 7.2.2) y el reporte de la sobreexpresión 
de SMc02366 y SMc02367 tanto en la zona II como en la zona III del nódulo maduro ocupado 
por la cepa salvaje (Roux et al. 2014), nos propusimos analizar la estructura y ultraestructura 
de nódulos infectados con las cepas mutantes utilizando microscopía óptica, microscopía 
electrónica de transmisión y microscopía confocal para evaluar si la mutación de SMc02366 
y SMc02367 en rizobios simbiontes de alfalfa altera la morfología y/o estructura nodular. 
7.2.3.1. Análisis morfológico de nódulos de Medicago sativa inducidos por E. meliloti 2011 
salvaje y cepas mutantes  
A partir de secciones longitudinales de nódulos de 35 dpi se analizó la histología general de 
los nódulos ocupados por Eme wt o mutantes en los genes del TCS predicho. En todos los 
casos, se observó una organización celular y tisular correspondiente a nódulos 
indeterminados fijadores de nitrógeno (la cual ha sido descripta en el Capítulo 1, Sección 
1.5.5). En la Figura 7.3 se muestra un corte longitudinal de un nódulo de M. sativa inducido 
por Eme ∆RR que fue obtenido bajo nuestras condiciones experimentales y observado al 
microscopio óptico. En la imagen se pueden identificar las 4 zonas típicas: el meristema 
apical (zona I); la zona de infección (zona II); la zona central con mayor grado de ocupación 
bacteriana y donde ocurre la fijación de nitrógeno por bacteroides (zona III); y la región 
proximal (basal) con células vegetales menos ocupadas, correspondiente a una región de 
senescencia (zona IV) que comienza a diferenciarse a partir de los 30 dpi (Puppo et al. 2005). 
Por fuera de las zonas II-IV, se pueden identificar células del parénquima, haces vasculares, 
endodermis, y la corteza externa (Figura 7.3).   
Las micrografías de secciones de nódulos de plantas de M. sativa (cinco semanas post-
inoculación) inducidos por las cepas mutantes (Eme ∆HK2 y Eme ∆RR) no presentaron 
diferencias obvias en la estructura en comparación con la generada y descripta para la cepa 
salvaje. 
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7.2.3.2. Examinación microscópica a mayor aumento de células simbióticas presentes en la 
zona III de nódulos de Medicago sativa inducidos por E. meliloti 2011 salvaje y cepas 
mutantes  
Durante la simbiosis, dos poblaciones diferentes de rizobios se establecen en el nódulo. Una 
corresponde a un pequeño grupo de bacterias viables indiferenciadas, capaces de 
reproducirse y de multiplicarse en condiciones de vida libre. La segunda población 
(mayoritaria) corresponde a la que se ha diferenciado a bacteroides fijadores de N2, 
incapaces de multiplicarse o volver a la forma de vida libre (Oke y Long 1999).  
A fin de esclarecer la causa de la diferencia en la biomasa seca aérea de plantas inoculadas 
con cepas mutantes en la HK (descripta en la Sección 7.2.2) nos propusimos analizar si las 
mutaciones alteran los niveles de rizobios diferenciados a bacteroides dentro del nódulo 
maduro. Para ello se exploró la zona III, donde ocurre la FBN, en nódulos ocupados por los 
rizobios salvaje o mutantes. Se observó que los nódulos infectados por los rizobios mutantes 
(Figura 7.4.B y 7.4.C) mostraron una menor ocupación por bacteroides que los infectados 
con E. meliloti 2011 salvaje, observándose ese fenotipo con mayor intensidad en nódulos 
inducidos con el mutante en la HK SMc02367 (Figura 7.4.C). Este hecho sugiere que 
SMc02366 y SMc02367 son proteínas necesarias para que los rizobios se diferencien a 
bacteroides.  
En los cortes semifinos de la zona III correspondientes a los nódulos infectados con la cepa 
mutante HK SMc02367 (Figura 7.4.C), también se puede observar la presencia de ciertos 
Figura 7. 3. Corte longitudinal semifino 
de un nódulo de M. sativa inducido por 
E. meliloti 2011 mutante en el RR 
SMc02366.  
El corte se realizó en el plano axial de un 
nódulo obtenido 35 dpi. En la fotografía 
se indica la zona meristemática (Zona I,*); 
la zona de infección (Z II); la zona de 
fijación de nitrógeno (Z III); la región de 
senescencia (Z IV). Por fuera de esas 
zonas se distinguen células del 
parénquima (P); haces vasculares (+); 
endodermis (flechas); y células del córtex 
nodular (C). 
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gránulos irregulares dentro de las células vegetales. Según el tamaño, morfología, y la 
coloración obtenida por la reflexión de la luz podrían corresponder a gránulos de almidón 
(Renier et al. 2011; Vasse et al. 1990). Vasse y colaboradores han correlacionado la presencia 
de este tipo de gránulos en la zona III con una interacción simbiótica no eficiente (Vasse et 
al. 1990). Será necesario a futuro avanzar en la identificación y cuantificación diferencial de 
este compuesto de reserva. 
 
Figura 7. 4. Detalle aumentado de la 
zona III de nódulos inducidos por E. 
meliloti 2011 salvaje o mutantes.  
Las micrografías muestran células de 
la zona III de nódulos a los 35 dpi. Los 
mismos fueron inducidos por E. 
meliloti salvaje (Eme wt, panel A) o los 
mutantes del regulador de respuesta 
SMc02366 (Eme ∆RR, panel B) y la 
histidina quinasa SMc02367 (Eme 
∆HK1, panel C). Se indican los 
bacteroides (cabezas de flecha) y los 
posibles gránulos de almidón 
(flechas). CI: célula vegetal infectada. 
CNI: célula vegetal no infectada. Las 
micrografías representativas fueron 
seleccionadas de tres muestras 
biológicas independientes. 
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7.2.3.3. Análisis de la ultraestructura de nódulos de Medicago sativa inducidos por E. 
meliloti 2011 salvaje y cepas mutantes isogénicas mediante microscopía electrónica de 
transmisión 
Luego que los rizobios son liberados a la zona II del nódulo, son endocitados por las células 
vegetales dando lugar a simbiosomas (Sección 1.5.3). Dentro del simbiosoma, los rizobios 
inician un programa de diferenciación celular en respuesta a señales del huésped (Haag et al. 
2013). Como resultado los rizobios experimentan una diferenciación terminal a bacteroides 
que poseen el metabolismo energético direccionado hacia la reducción de nitrógeno 
atmosférico. El éxito de la asociación simbiótica requiere tanto de la actividad concertada de 
mecanismos del rizobio implicados en los procesos de diferenciación, como del correcto 
intercambio de nutrientes entre los simbiontes se lleva a cabo en las paredes celulares del 
bacteroide y del simbiosoma. Cualquier alteración de estos aspectos, deriva en la 
senescencia prematura del rizobio y es detrimental para el desarrollo de la planta.  
Vasse y colaboradores realizaron un seguimiento de los cambios que acontecen en la 
diferenciación de los rizobios a bacteroides en el trayecto desde la zona de infección (zona II) 
hasta el comienzo de la zona de senescencia (zona III-IV) utilizando microscopía electrónica 
de transmisión (TEM, del inglés Transmission Electron Microscopy) (Vasse et al. 1990). En 
particular, estos autores clasificaron los bacteroides de nódulos de M. sativa en 5 tipos 
distintos en términos de: i) la localización y el grado de condensación de ácidos nucleicos, y 
ii) la ubicación en el nódulo de estos bacteroides (zonación). Así mismo, caracterizaron la 
desorganización de la estructura simbiosoma-bacteroide que acontece en procesos 
infectivos por rizobios mutantes en genes necesarios para la FBN (Vasse et al. 1990).  
Utilizando estos criterios, nos propusimos evaluar por TEM la ultraestructura de los 
bacteroides salvaje y mutantes y sus simbiosomas asociados. Pudimos identificar la 
presencia de bacteroides diferenciados en todos los casos. En células de nódulos inducidos 
por Eme ∆RR y Eme ∆HK1 se observó un aumento de la cantidad de estructuras blancas 
opacas en la periferia celular, probablemente gránulos de reserva; como sugerimos en la 
sección anterior (Figura 7.5, B1 y C1).   
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La Figura 7.5 pone de manifiesto además diferencias marcadas en la ultraestructura de los 
bacteroides. En los bacteroides presentes en nódulos inducidos por Eme wt podemos ver 
cierta homogeneidad en el interior celular mientras que en los bacteroides presentes en 
nódulos inducidos por los mutantes se observan regiones de alto y bajo contraste 
Figura 7. 5. Micrografías TEM de la zona III de nódulos inducidos por E. meliloti salvaje o mutantes. 
Las figuras corresponden a fotografías de cortes ultrafinos de nódulos de 35 dpi infectados con E. 
meliloti salvaje (Eme wt, paneles A) o Eme ∆RR (paneles B) y Eme ∆HK1 (paneles C). Se distinguen 
bacteroides esféricos y alargados que sufrieron cortes transversales o longitudinales 
respectivamente (cabezas de flecha). (1) Las flechas indican depósitos de posibles gránulos de 
reserva en la periferia de las células vegetales. (2) Se distinguen el espacio peribacteroidal (PBS, *) 
generado por una membrana peribacteroidal (flecha) que engloba a un bacteroide. (3) Se indica la 
membrana peribacteroidal (flechas); el espacio peribacteroidal generado por ésta (PBS, *); y zonas 
de distinto contraste de la ultraestructura de los bacteroides (flechas discontinuas). Las micrografías 
representativas fueron seleccionadas de tres muestras biológicas independientes.  Barras= 2 m (1), 
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intercaladas (Figura 7.5, B3 y C3) que podrían corresponder a diferencias en el grado de 
condensación del material genético (Vasse et al. 1990).  
Así mismo, este análisis permitió identificar un espacio por fuera de los bacteroides 
denominado espacio peribacteroidal (PBS, del inglés peribacteroid space) delimitado por la 
membrana peribacteroidal (PBM, del inglés peribacteroid membrane) (Brewin 2004). A pesar 
que la PBM que engloba los bacteroides es capaz de ser identificada por esta técnica (Vasse 
et al. 1990), en las micrografías presentadas en la Figura 7.5 no se llega a apreciar con 
claridad. Sin embargo, la existencia de PBSs en algunos simbiosomas facilita la identificación 
de los mismos (Figura 7.5, paneles 2 y 3). 
En lo que respecta a las PBM y los PBS asociados, podemos ver que las células vegetales 
colonizadas por bacteroides mutantes (Figura 7.5, paneles B y C) se pueden distinguir mayor 
número de simbiosomas con PBM más irregulares que en las ocupadas por bacteriodes de 
tipo salvaje. Esta característica, más marcada en las células ocupadas por Eme ∆HK1, resulta 
en PBSs más evidentes. Además, algunos bacteroides son englobados por una PBM con una 
morfología de tipo cresta (Figura 7.5, C3). Se ha reportado este fenómeno en bacteroides 
mutantes en genes de fijación de nitrógeno (Vasse et al. 1990) y en mutantes en 
transportadores de cobre (Patel et al. 2014). Además, en algunas regiones en las células del 
nódulo ocupadas por el mutante en la HK se pueden distinguir simbiosomas que poseen la 
PBM disgregada (Figura 7.5, C3). En plantas que desarrollan nódulos indeterminados, se ha 
visto esta característica en el comienzo del proceso de senescencia (Pladys y Rigaud 1985; 
Puppo et al. 1991).  
La PBM es el actor principal en el intercambio bidireccional de nutrientes durante el período 
que está en contacto con el bacteroide (Bolaños et al. 2004; Limpens et al. 2009). Los 
cambios morfológicos observados en las PBM inducidos por los mutantes de ambos genes 
(SMc02366 y SMc02367), sugieren la presencia de una interacción poco eficiente entre la 
PBM y la membrana externa del bacteroide.  
Desde el punto de vista del bacteroide, una inadecuada interacción con la PBM puede 
resultar en una menor utilización de la energía que le suministra la planta para llevar a cabo 
no solo la FBN, sino también procesos relacionados con la supervivencia dentro del 
simbiosoma. En la Figura 7.5 (C3) se pueden apreciar zonas de disgregación de la PBM y la 
consecuente exposición de los bacteroides al posible daño por los mecanismos innatos de 
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defensa de la célula huésped como sustancias reactivas de oxígeno y proteasas (Puppo et al. 
2005). A continuación, intentaremos dilucidar si existe un posible daño de la integridad de la 
membrana de los bacteroides mutantes. 
7.2.3.4. Estudios de viabilidad de bacteroides de E. meliloti 2011 salvaje y cepas mutantes 
mediante microscopía confocal 
Con el objetivo de evaluar si los bacteroides mutantes avanzan a una muerte prematura 
debido a una interacción inadecuada con la PBM, nos propusimos evaluar la integridad de su 
membrana (Haag et al. 2011). Para ello, utilizamos un ensayo de tinción vivo / muerto que 
involucra el tratamiento de cortes transversales de nódulos con una mezcla de dos sondas 
fluorescentes (SYTO9 e ioduro de propidio (PI, Propidium Iodide)), y posterior observación al 
microscopio confocal. Las bacterias que poseen la membrana plasmática intacta son teñidas 
por SYTO9 y se aprecian de color verde, mientras que las bacterias que tienen su membrana 
plasmática alterada son tenidas por PI y se observan rojas. Incubar secciones de nódulos con 
estas sondas en simultáneo, permite distinguir al microscopio confocal células vivas y 
muertas en base a su coloración 
La Figura 7.6 muestra imágenes representativas de un corte longitudinal de un nódulo de M. 
sativa inducido por Eme wt y coloreado con esta técnica. Se distinguen las distintas zonas 
tisulares características de este tipo de nódulo y el detalle de células vegetales infectadas 
con bacteroides. Es importante mencionar que debido a la afinidad que poseen ambas 
sondas por los ácidos nucleicos, las células vegetales también son teñidas. El daño al tejido 
que genera naturalmente el corte, permite la entrada de PI al núcleo de la célula vegetal. Por 
ese motivo, los núcleos celulares se ven rojos.  
Para avanzar en el análisis centramos nuestra atención en la zona III y zona IV de las 
secciones teñidas de los nódulos. En la Figura 7.7 se puede observar que la zona III de los 
nódulos colonizados por Eme ∆HK2 (panel C1) y Eme ∆RR∆HK2 (panel D1), presentan 
similares niveles de abundancia de simbiosomas que la cepa salvaje (panel A1). En particular, 
el mutante Eme ∆RR, experimenta una ocupación de la zona ligeramente menos abundante 
que la de la cepa salvaje (panel B1). Se detectó además que estos bacteroides mutantes 
poseen la membrana comprometida, indicando una posible muerte celular (panel B2). 
 
  FJA                                                                   Tesis Doctoral                                                             Capítulo 7 














Además se observaron pequeños cambios en la abundancia de los bacteroides en nódulos 
ocupados por Eme ∆RR (Figura 7.7, B2), Eme ∆HK2  (Figura 7.7, C2) y el doble mutante Eme 
∆RR∆HK2 (Figura 7.7, D2) en comparación con Eme wt (Figura 7.7, A2). Estos resultados se 
correlacionan con los observados en la Figura 7.4, donde los nódulos infectados por los 
rizobios mutantes mostraron una menor densidad de bacteroides que los infectados con 
Eme wt. Este hecho sugiere que SMc02366 y SMc02367 son proteínas necesarias para que 
los rizobios se diferencien a bacteroides. Además, las diferencias más notorias evidenciadas 
con esta técnica resultaron de la exploración de la zona IV de los nódulos (Figura 7.7 
Columna 3) que corresponde a una región de senescencia que comienza a diferenciarse a 
partir de los 30 dpi. Todas las cepas mutantes mostraron una menor colonización de esta 
zona en comparación con la cepa salvaje hecho que refleja una diferenciación incompleta a 
bacteroide o probablemente que el fracaso de la diferenciación induce la degradación de los 
bacteroides.   
  
Figura 7. 6. Secciones longitudinales de nódulos maduros de M. sativa inducidos con E. meliloti 
salvaje fotografiados usando un microscopio confocal después del ensayo de tinción vivo/muerto.  
A) Se indican las zonas histológicas típicas del nódulo indeterminado. Se observan células vegetales 
infectadas con bacteroides. B) Se muestra la ZIII marcada en el panel A. Se observan células 
vegetales infectadas con bacteroides. La flecha indica la presencia de bacteroides vivos/muertos 
(verde/rojo). N: núcleo de una célula vegetal. Las micrografías fueron seleccionadas de tres muestras 
biológicas independientes. Las barras de escala corresponden a 100 μm para A y 20 μm para B. 
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Figura 7. 7. Secciones longitudinales de nódulos maduros de M. sativa inducidos con E. meliloti 
2011 wt y cepas mutantes fotografiados usando un microscopio confocal después del ensayo de 
tinción vivo / muerto. Se tomaron nódulos 35 dpi inducidos por (A) Eme wt, (B) Eme RR, (C) Eme 
HK2 y (D) Eme RRHK2. 1) Corte longitudinal de nódulos maduros de M. sativa. Se observan 
células vegetales infectadas con bacteroides. 2) Magnificación de la zona III, región recuadrada en 
los paneles 1. Se observan células vegetales infectadas con bacteroides vivos/muertos (verde/rojo). 
(3) Se muestra la zona IV. Fotografías tomadas en los canales de emisión/absorción de Syto9 y PI 
fusionados. Las micrografías representativas fueron seleccionadas de tres muestras biológicas 
independientes. Las barras de escala corresponden a 100 μm para 1 y 3 y 20 μm para 2. 
 
  FJA                                                                   Tesis Doctoral                                                             Capítulo 7 
  - 205 - 
 
7.3. Conclusiones 
Para lograr altas tasas de fijación de N2, el rizobio y la leguminosa deben estar 
estrechamente comunicados para el intercambio de nutrientes y el desarrollo óptimo del 
nódulo (Terpolilli et al. 2012). Los cambios en la expresión génica y en el metabolismo de 
simbiontes que ocurren durante el proceso simbiótico y el desarrollo de un nódulo 
indeterminado han sido, por décadas, objeto de estudio. Los intentos iniciales para avanzar 
en este tema se limitaron a monitorear la ubicación de uno o un pequeño conjunto de 
productos génicos en cada etapa y dentro del nódulo a través de la generación de mutantes 
y/o técnicas histológicas. Posteriormente, se han examinado a nivel proteómico y 
transcriptómico mutantes de rizobios y de Medicago que generan nódulos detenidos en 
etapas particulares de desarrollo. Más recientemente, avances en los métodos de extracción 
de proteínas, metabolitos y transcriptos, junto con los aumentos en la sensibilidad de los 
instrumentos, han permitido observar los cambios de expresión génica y metabólicos que 
ocurren dentro de un nódulo indeterminado de tipo salvaje. Así ha sido reportada la 
sobreexpresión de SMc02366 y SMc02367 de E. meliloti dentro del nódulo de M. truncatula 
(Roux et al. 2014) y la sobreexpresión de SMc02366 en vida libre en medio ácido.  
El patrón de expresión que presentan SMc02366 y SMc02367, en conjunto con los hallazgos 
presentados en los capítulos anteriores nos impulsó a evaluar el posible rol de estos 
genes/proteínas en diversas etapas del proceso simbiótico. Si bien no encontramos 
diferencias significativas en etapas tempranas de la vida asociativa del rizobio (colonización, 
competición, número de nódulos y cinética de nodulación), el análisis microscópico de 
secciones semifinas mostró menos células infectadas en la zona III presentes en los 
simbiosomas de los mutantes. Esto sugiere que SMc02366 y SMc02367 serían necesarias 
durante el proceso de diferenciación que sufren las bacterias a bacteroides. Curiosamente, 
el análisis con mayor magnificación (TEM) reveló que la zona III de los nódulos infectados 
por las cepas mutantes posee simbiosomas con espacios peribacteroidales más amplios, 
membranas del simbiosoma disgregadas, y menor densidad de bacteroides en 
comparación con los observados en los nódulos infectados por Eme wt.  
A partir de los datos colectados, la quinasa SMc02367 es particularmente necesaria para una 
eficiente FBN. Estos datos en conjunto sugieren que SMc02366 y SMc02367 podrían 
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controlar la síntesis de una molécula que participe en el diálogo simbiótico. La ausencia de 
esta señal podría provocar una respuesta de defensa de la planta o simplemente evitar el 
avance del programa simbiótico en una etapa muy avanzada. Se han descripto previamente 
en E. meliloti mutaciones que generan fenotipos Fix+ Nod-, entre ellas Nex18, que es 
requerida para la formación de nódulos y FBN eficiente en leguminosas (Oke y Long 1999). 
En particular, este péptido se encontró significativamente disminuido en los ensayos 
proteómicos previamente presentados (Capítulo 5, Sección 5.2.2). 
Con estas observaciones en mente, uno puede imaginar un modelo en el que estas proteínas 
regulen (directa o indirectamente) la expresión o el estado de fosforilación de otras 
proteínas que causen la ausencia/presencia o un desbalance de moléculas que participan en 
el diálogo simbiótico. Será interesante a futuro identificar los circuitos regulatorios que 
controlan estos genes y determinar las funciones de sus productos de expresión, sus estados 
de fosforilación y si existe crosstalk con otros/s sistema/s de transducción de señales que 
explique la diferencia en peso seco de la parte aérea de las plantas obtenidas al ensayar los 
mutantes en el RR y la HK. 
Al mismo tiempo y teniendo en cuenta el alto grado de conservación de genes homólogos en 
otros rizobios (Capítulo 4, Sección 4.2.7), podrá indagarse el rol de este TCS en otras 
simbiosis (nódulos determinados) donde el proceso dinámico de formación del nódulo es 
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Discusión general 
Ante la problemática demográfica que el planeta tendrá que enfrentar en las próximas 
décadas, es necesario orientar esfuerzos hacia el aumento de la producción primaria de 
alimentos en un mundo cada vez más escaso de recursos. En este contexto, gran parte de la 
comunidad científica está enfocada en minimizar el uso de energías no renovables, estimular 
buenas prácticas agronómicas y potenciar las asociaciones beneficiosas que brinda la 
naturaleza. 
El cultivo de alfalfa posee una gran demanda de varios nutrientes, especialmente N. El N 
puede ser tomado del suelo o incorporado por fijación de N2 atmosférico en la asociación 
simbiótica con E. meliloti. Por lo tanto, cualquier factor que afecte la capacidad de fijar N2 
implica un mayor consumo del N del suelo. Entre estos factores se encuentra la acidez del 
suelo que afecta tanto la sobrevida de las bacterias como diversas etapas del proceso 
simbiótico. La tolerancia a la acidez de la bacteria (y de la planta) favorecerá sin duda la 
persistencia de los participantes en ambientes ácidos, y una mayor actividad metabólica de 
los mismos. Por esto, uno de nuestros principales objetivos fue contribuir al conocimiento de 
aspectos determinantes de la tolerancia a la acidez y con ello a la mejora de la asociación E. 
meliloti – alfalfa. Nuevas formulaciones de inoculantes direccionados a mejorar las 
dificultades específicas de las distintas regiones del planeta serán piezas clave hacia el 
aumento de la producción de cultivos. Para llevar a cabo esta estrategia, debemos conocer 
al detalle las actividades bioquímicas que subyacen en las complejas relaciones simbióticas. 
Sobre la base de la consideraciones anteriores, en este trabajo de tesis en particular nos 
centramos en estudiar al sistema modelo E. meliloti – M. sativa para avanzar en la 
caracterización funcional de los TCS y en la comprensión de los mecanismos moleculares que 
posee este organismo para adaptarse a la exposición a condiciones ácidas. Para ello hemos 
utilizado técnicas microbiológicas, de biología molecular y ómicas de última generación. 
Hemos detectado que SMc02366 y SMc02367 están vínculados con la tolerancia a la acidez y 
constituyen un TCS altamente conservado en E. meliloti y en otras rizobacterias. A lo largo de 
la evolución los homólogos de este TCS predicho han conservado rasgos estructurales, 
secuenciales y un elevado grado de sintenía. Resultó especialmente interesante, y promueve 
nuevos interrogantes, la moderada variabilidad secuencial asociada a la región 3’ del operón. 
El gen glnE presenta mucha menor conservación y su presencia está acotada a géneros 
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filogenéticamente emparentados. Los avances respecto a la caracterización funcional y de 
los determinantes moleculares a través de los que operan cada uno de los miembros del 
sistema nos permitirá confirmar la designación funcional de RR e HK que proponemos. Serán 
necesarios ensayos in vitro destinados a evaluar la actividad y especificidad que posee 
SMc02367 para fosforilar / desfosforilar a SMc02366, o a otros reguladores predichos. Como 
ya hemos mencionado, la funcionalidad de genes homólogos a SMc02366 y SMc02367 en 
otras rizobacterias aún resta ser explorada. 
Con el propósito de dar luz a las funciones asociadas al rol de SMc02366 / SMc02367 en vida 
libre de E. meliloti, exploramos y caracterizamos los fenotipos asociados a la pérdida de su 
función y complementación funcional (Capítulo 4). Dicho análisis nos permitió hallar un 
vínculo entre la actividad de este TCS predicho y la capacidad del rizobio para sostener la 
sobrevida/multiplicación de las bacterias en condiciones de acidez, frente a altas 
concentraciones de cobre, hierro y aluminio y para mantener su respuesta ATR. Si bien 
comprobamos que los ORFs que codifican para el RR, la HK y GlnE se transcriben en un 
mismo ARNm en ambas condiciones de pH ensayadas (pH=7,0 o pH=5,6), el mutante Eme 
glnE cultivado en acidez se comportó como la cepa salvaje, con lo cual GlnE no participaría 
de la capacidad bacteriana para sobrevivir/multiplicarse en condiciones de acidez. Estos 
ensayos fueron realizados en cultivos batch, con el intento de emular situaciones de estrés 
que puede encontrar la bacteria en el suelo agrícola. Sin embargo, debemos tener presente 
que este enfoque se aleja de las situaciones que normalmente los rizobios encuentran en un 
suelo escaso de nutrientes y en un ambiente con temperatura no controlada.  
La reciente descripción del hilo de infección y de los simbiosomas como ambientes 
naturalmente ácidos propone que, en la vida simbiótica, los cambios que experimenta E. 
meliloti para adaptarse a ese entorno podrían estar vinculados al sistema SMc02366 / 
SMc02367 de una manera similar a lo que ocurre en vida libre. En efecto, hemos descripto 
que SMc02366 / SMc02367 juega un rol relevante en la simbiosis E. meliloti – alfalfa. En 
particular, demostramos que estas proteínas (directa o indirectamente) participan en la 
progresión de bacteria a bacteroide y en la correcta asociación entre el bacteroide y la 
membrana del simbiosoma. Esta última observación, fue puesta en evidencia al detectar una 
senescencia prematura y el incremento de membranas peribacteroidales más laxas que 
dejan entrever espacios peribacteroidales en nódulos ocupados por los mutantes Eme RR y 
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Eme HK. Hemos evidenciado que SMc02367 interviene en etapas tardías de la asociación 
simbiótica y repercute en un menor desarrollo de la planta hospedadora cuando esta HK 
está ausente (Capítulo 7).  
Con el propósito de hallar los factores moleculares asociados a la función de regulador 
SMc02366 y reconocer los mediadores de la respuesta celular del mismo, exploramos los 
cambios en el perfil proteómico (Capítulo 5) y metabolómico (Capítulo 6) de los rizobios 
asociados a la presencia o ausencia del regulador. Dichos análisis nos permitieron identificar 
y validar la presencia de un grupo de marcadores génicos cuya abundancia se encuentra 
vinculada a SMc02366. Las aproximaciones proteómicas que realizamos indicaron que este 
regulador interviene - directa o indirectamente - en varios aspectos de la biología de E. 
meliloti que contribuyen de manera global al desarrollo de la respuesta fisiológica a bajo pH. 
En particular la proteasa DegP, y los sistemas de expulsión de drogas (o metabolitos 
citosólicos) MscK, MacAB y EmrAB muy probablemente tengan un rol activo en dicha 
respuesta. Para confirmar esta hipótesis, será interesante evaluar los niveles diferenciales de 
transcriptos en presencia y ausencia del regulador de respuesta mediante PCR cuantitativa o 
fusiones transcripcionales. Además, su significación podrá ser validada con herramientas y 
mutantes ya disponibles en el laboratorio.  
En relación a otros blancos de regulación en E. melioti resultó interesante el hallazgo de la 
regulación ejercida por SMc02366 sobre la abundancia de la proteína NtrB, que es parte del 
TCS NtrC/NtrB. Este TCS no es esencial para la FBN en E. meliloti pero recientemente se 
demostró que NtrC regula positivamente la expresión del asRNA mmgR. Se cree que el 
promotor del asRNA mmgR integraría señales del metabolismo de C y N a través de, al 
menos, los reguladores globales NtrC y AniA, para proporcionar un nivel óptimo del mmgR 
que permita ajustar post-transcripcionalmente la expresión génica según la disponibilidad 
variable de C y N. 
Respecto a la regulación positiva que el RR ejerce sobre el gen nex18, puesta de manifiesto 
experimentalmente a nivel proteómico, serán relevantes futuras investigaciones para poder 
comprender el significado biológico de la regulación a la que está sujeta y dilucidar si esta 
proteína juega algún rol en la adhesión de la membrana del bacteroide a la membrana del 
simbiosoma. 
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Los estudios proteómicos además han generado nuevos interrogantes acerca del rol de las 
proteínas con función aún desconocida. Si bien no hemos avanzado en la caracterización de 
la relevancia biológica de esas 8 proteínas diferencialmente expresadas, estas serán blanco 
inmediato de próximas investigaciones. Actualmente, en nuestro laboratorio están en 
marcha estudios proteómicos similares a pH neutro para indagar el rol de SMc02366 en la 
fisiología bacteriana a pH óptimo. 
Finalmente, en relación a otros blancos de regulación, los estudios metabolómicos (a pesar 
de las limitaciones intrínsecas de la técnica) permitieron observar que el regulador podría 
participar en la regulación de enzimas necesarias para la obtención de energía por vías 
catabólicas centrales. Aparentemente existe algún tipo de relación entre SMc02366 con el 
metabolismo del carbono y la síntesis de aminoácidos.  Además, a partir de un aumento de 
la vía biosintética de lisina, nuestros resultados proponen que el fenotipo de adaptación a la 
acidez regulado por SMc02366 podría estar ligado al consumo de protones intracelulares, 
que normalmente tienden a aumentar ante la exposición bacteriana a situaciones de acidez. 
Resultará interesante medir el pH intracelular en células salvajes y mutantes del TCS con 
sondas ionotrópicas. 
Los resultados que hemos presentado en este trabajo de tesis han abordado la 
caracterización de aspectos evolutivos, bioquímicos, genéticos y simbióticos de un TCS en E. 
meliloti, simbionte de alfalfa. En particular se halló un fenotipo pleiotrópico de tolerancia a 
la acidez y a ciertos metales asociado a la pérdida de función de SMc02366 y/o SMc02367. 
Los resultados han revelado que la expresión del gen SMc02367 está directamente asociada 
con la eficiencia de la FBN trasladada a la biomasa vegetal y que ambas proteínas podrían 
controlar la síntesis de una molécula que participe en el diálogo simbiótico. La ausencia de 
esta señal podría evitar el avance del programa simbiótico en una etapa muy avanzada. En 
una etapa siguiente esperamos explorar las consecuencias de la sobre-expresión de algunos 
de los marcadores identificados, hacia la evaluación de eventuales mejoras fenotípicas 
frente al desafío del entorno ácido. Además, será interesante identificar los circuitos 
regulatorios que controlan estos genes, determinar sus estados de fosforilación y si existe 
crosstalk con otros/s sistema/s de transducción de señales que explique la diferencia en 
peso seco de la parte aérea de las plantas obtenidas al ensayar en forma indirecta la FBN de 
los mutantes Eme RR y  Eme HK.  
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A la luz de los resultados alcanzados se podrán ahondar el análisis de los factores que 
regulan la expresión del propio regulador, analizar interacciones directas entre el RR y sus 
potenciales genes blanco y extender el estudio funcional a otros rizobios, particularmente a 
aquellos que desarrollan nódulos determinados con una dinámica diferente del modelo 
simbiótico estudiado en este trabajo de tesis. 
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